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Resumo 
As nanopartículas (NPs) magnéticas de óxido de ferro têm sido utilizadas em aplicações 
biomédicas, como agentes de contraste em ressonância magnética de imagem, hipertemia e 
carreadores de fármacos. Neste trabalho, foram sintetizadas e caracterizadas nanopartículas de 
óxido de ferro (Fe3O4) e bimetálicas de Fe@Au. As sínteses foram realizadas através da 
coprecipitação de sais de FeCl3.6H2O e FeCl2.4H2O em meio aquoso, pela decomposição 
térmica do composto de coordenação acetilacetonato de ferro (III), Fe(acac)3 em meio 
orgânico, pelo método de poliol em solvente orgânico biocompatível e para a obtenção de 
NPs Fe@Au o método de microemulsão através do método de micela reversa. A 
funcionalização da superfície das nanopartículas com moléculas biocompatíveis contendo 
grupos tióis (SH), como a cisteína (Cys) e a glutationa (GSH), e a nitrosação destes grupos 
SH permitiram a formação de grupos S-nitrosotiol (S-NO) que possibilita o uso deste sistema 
como carreadores de óxido nítrico(NO). As medidas de eficiência de funcionalização da 
superfície das NPs revestidas foram realizadas utilizando reagente de Ellman. A nitrosação 
dos grupos SH das NPs foi realizada através de uma solução levemente ácida de nitrito de 
sódio (NaNO2). A partir das medidas amperométricas foi possível a detecção e quantificação 
da liberação de NO das NPs nitrosadas.  As caracterizações estruturais, morfológicas e 
magnéticas evidenciaram morfologias esféricas com baixa polidispersividade em estado 
sólido e estrutura cristalina compatível com a magnetita. Para aumentar a biocompatibilidade 
e a dispersão destas NPs em água recobriu-se a sua superfície, com polietilenoglicol (PEG), 
além dos ligantes tiolados (Cys e GSH). Avaliou-se a toxicidade das NPs PL-Fe3O4-PEG e 
PL-Fe3O4-PEG-GSH em cultura de células tumorais. Os veículos apresentaram toxicidade a 
partir de 4 h de incubação. 
Palavras-chave: Nanopartículas, Óxido Nítrico, Aplicações Biomédicas, magnetita, 
Superparamagnetismo. 
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Abstract 
Magnetic iron oxide nanoparticles (NPs) have been used in biomedical applications such as 
hyperthermia, drug carriers and as a contrast agent in magnetic resonance imaging. In this 
research, we synthesized and characterized iron oxide NPs (Fe3O4) and bimmetalic NPs 
Fe@Au. The syntheses of Fe3O4 were performed by coprecipitation of the salts FeCl3.6H2O 
and FeCl2.4H2O in aqueous media, by thermal decomposition of iron (III) acetylacetonate, 
Fe(acac)3, in organic medium, as well as by the polyol method in biocompatible organic 
solvent. In addition, Fe@Au was obtained by microemulsion method in reverse micelle. The 
functionalization of the NPs' surface with biocompatible molecules containing thiol groups 
(SH), cysteine (Cys) and glutathione (GSH) and the further nitrosation of its SH groups 
allowed the formation of S-nitrosothiol groups (S-NO) in the NPs' surface, which enables 
using these systems as nitric oxide (NO) carriers. The functionalization efficiency 
measurements of the thiolated NPs' surface were performed using Ellman’s reagent and a 
slightly acidified sodium nitrite solution (NaNO2) to nitrosate the SH groups in NPs' surface. 
By means of amperometric measurements we could detect and measure the NO releasing 
from nitrosated NPs. The structural, morphological and magnetic characterization showed 
spherical morphologies with low polydispersity in solid state, cubical structures compatible 
with magnetite. In order to improve biocompatibility and dispersion of these NPs in water, 
NPs' surface was coated with polyethylene glycol (PEG) beyond thiolated coatings (Cys and 
GSH).  We evaluated the cytotoxicity of PL-Fe3O4-PEG and PL-Fe3O4-PEG-GSH in culture 
of tumor cells.  
 
Keywords: Nanoparticles, Nitric Oxide, Biomedical Applications, Magnetite, Superparamagnetism.  
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1. Introdução 
 
 A nanotecnologia é um ramo na ciência que tem avançado e vem proporcionando o 
desenvolvimento de uma variedade de materiais com aplicações diversas apresentando 
propriedades únicas e não tradicionais. A nanotecnologia estende a ciência dos materiais para 
partículas e interfaces com dimensões na ordem de 1 – 100 nm, sendo importante destacar o 
tamanho e sua relação com as propriedades do material. Ou seja, se em uma das direções de 
um plano tridimensional da partícula houver uma propriedade diferente do material massivo 
ou bulk, este material é considerado manométrico. Nanopartículas de ouro, por exemplo, 
maiores de 20 nm de diâmetro apresentam bandas de absorção em comprimentos de onda 
maiores que 530 nm, e partículas menores de 20 nm deslocam a banda de absorção para 
comprimentos de onda menores que 530 nm, assim evidenciando a forte relação entre 
tamanho e absorção da luz.   
As aplicações de nanotecnologia são diversas nas mais variadas áreas da ciência 
(Figura 1) com uma forte expansão na área médica principalmente, com destaques para 
produção de produtos para diagnósticos e fins terapêuticos.[1,2,3,4,5] 
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Figura 1 - Nanotecnologia em foco e os diversos campos do conhecimento explorado pela 
nanotecnologia. Adaptado de: 
<http://nanotecnologiananotecnologia.blogspot.com.br/> 
 
 Alguns desses nanomateriais como NPs metálicas, lipossomos, dendrímeros, 
apresentam como principal propriedade a possibilidade de circular por longos períodos de 
tempo no organismo, podendo ser específicos para determinados tratamentos, uma vez que 
apresentam tamanhos similares a várias entidades biológicas, como moléculas de DNA, vírus, 
proteínas e bactérias.  Diferentes tipos de materiais nanoestruturados são sintetizados para 
diversas aplicações biológicas, com destaques para imagem biomédica, diagnóstico e terapia e 
biossensoriamento.[1,2,3,4,5,6] 
 Um desses sistemas de grande notoriedade atualmente são os sistemas de entregadores 
e carreadores de fármacos do inglês (Drug Delivery Systems)[7]. Através desses 
nanoentregadores, os fármacos podem ser carreadores e liberados diretamente no alvo 
específico, por exemplo, em um tumor, e apresentam a vantagem de reduzir ou eliminar 
possíveis efeitos colaterais da quimioterapia, por atuar diretamente nas células de câncer e não 
Aplicações em 
Nanotecnologia 
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ficarem livres na via sistêmica, além disso, garante a utilização do princípio ativo de forma 
potencializada e em menor quantidade.[7] 
 Alguns desses sistemas nanoestruturados vem sendo utilizados no diagnóstico e 
terapia do câncer como as NPs poliméricas[8,9], NPs lipídicas sólidas[10], nanotubos de 
carbono[11] e ainda as NPs inorgânicas[12], com destaque para NPs superparamagnéticas de 
óxido de ferro, uma vez que estas NPs apresentam grande crescimento em aplicações 
biomédicas.[5,6]  
 
Figura 2 - Pesquisa básica no banco de dados Scifinder com as palavras chave “Fe3O4” 
e “biomedical applications” apresentando o crescente aumento das NPs em 
aplicações biomédicas. 
1.1.Nanopartículas magnéticas 
 
 A aplicação de NPs magnéticas em diferentes áreas tecnológicas tais como em 
armazenamento de dados[13], catálise[14,15], remoção e remediação de contaminantes dos 
efluentes[16], e especialmente em aplicações biomédicas[17] tem chamado a atenção devido às 
suas propriedades notáveis em relação aos materiais homólogos de dimensões macroscópicas.  
Em aplicações biomédicas podemos destacar o uso de NPs magnéticas em marcação de 
células, carreadores de fármacos, aumento de contraste em ressonância magnética de imagem 
(RMI), hipertermia e ainda o uso de terapias fotoativas para tratamento de câncer e doenças 
como malária, leishmaniose e tripanossomíase.[18] 
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 Dentre esses sistemas nanopartículados magnéticos, as NPs de óxido de ferro, como a 
magnetita (Fe3O4) e a maguemita (γ-Fe2O3) estão entre os mais utilizados para aplicações 
biomédicas. O óxido Fe3O4apresenta estrutura cristalina de espinélio invertido formada a 
partir do arranjo cúbico de face centrada, com grupo espacial 𝐹𝑑3̅𝑚 e parâmetro de rede ɑ 
8,3970 Å, com os íons metálicos ocupando os sítios entre os oxigênios.[19,20] A representação 
cristalográfica da magnetita é [Fe3+8]t [Fe
2+
8 Fe
3+
8]oO32 , onde t são os sítios tetraédricos e o 
são os sítios octaédricos.[19] A Figura 3 abaixo apresenta a estrutura cristalina da magnetita.[20] 
 
 
Figura 3 - Estrutura cristalina espinélio invertido, característico de Fe3O4, formado por 
sítios octaédricos de Fe3+ e Fe2+ e sítios tetraédricos de Fe3+ e interligados por O2
- 
formando uma estrutura altamente cristalina. 
 As características das NPs de magnetita que as tornam interessantes para aplicações 
biomédicas são: elevados valores de magnetização, tamanhos menores que 100 nm, em estado 
sólido, associada a uma estreita faixa de distribuição de tamanhos, e assim, apresentarem 
propriedades físicas e químicas uniformes, e ainda a grande área superficial em relação ao 
volume, permitindo a introdução de moléculas de revestimento que atuem como uma barreira 
protetora contra oxidação e formação de aglomerados das NPs. Nas moléculas de 
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revestimento pode haver grupos funcionais reativos que livres na superfície das NPs podem 
ancorar um fármaco ou moléculas com atividade biológica desejável.[21,22,23,24]   
 Estes revestimentos podem ser diversos, tais como quitosana, dextrana, albumina, 
ouro, que além das vantagens já citadas, podem também tornar as NPs biocompatíveis, 
minimizando interações não específicas e reduzindo a sua toxicidade e, aumentar o tempo de 
circulação na corrente sanguínea evitando depuração pelo sistema do retículo endotelial 
(RES).[23]   Um dos polímeros mais utilizados como revestimentos para Fe3O4 é o polietileno 
glicol (PEG) com a estrutura química ilustrada na Figura 4, por representar um aumento da 
biocompatibilidade em meios biológicos, aumento do tempo de circulação na corrente 
sanguínea e ainda um aumento significativo da dispersão de NPs em água[24], que é desejável 
em aplicações biomédicas.   
 
Figura 4- Estrutura química do monômero etileno glicol em (A) e a estrutura polimérica 
do polietileno glicol (PEG) em (B) onde n é o numero de repetições da cadeia 
polimérica. 
 Além das características citadas anteriormente, essas NPs possuem propriedades 
magnéticas, bastante exploradas nas aplicações médicas, diferenciando-se assim dos demais 
sistemas nanoestruturados.  
1.2.Propriedades Magnéticas das NPs 
 
As propriedades magnéticas dos materiais têm origem nos átomos, uma vez que todos os 
átomos possuem momento de dipolo magnético. A disposição magnética dos materiais sólidos 
pode ser interpretada pelo comportamento dos momentos magnéticos atômicos na presença de 
campo magnético externo, no qual os momentos magnéticos resultantes são a soma vetorial 
dos momentos magnéticos de spin e dos momentos magnéticos orbital de todos os elétrons.[25] 
Em uma abordagem da mecânica clássica (Figura 5), ilustrativamente falando, o momento 
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magnético de spin ocorre devido a rotação do elétron sobre o seu próprio eixo e o momento 
magnético de orbital está associado ao movimento do elétron em relação ao núcleo.[25] 
 
Figura 5- Representação para os momentos magnéticos atômicos associados com a) 
movimento orbital e b) movimento de spin em uma abordagem ilustrativa da mecânica 
clássica.[25] 
 O comportamento de materiais magnéticos através de um campo magnético externo é 
determinado pelos seus dipolos e pela natureza da interação entre eles. Dessa forma, quando 
qualquer material que é submetido a um vetor campo magnético externo H, os momentos 
atômicos individuais no material contribuem para a sua resposta ao vetor campo magnético 
M, sendo o vetor indução magnética B[26] descrita como:  
𝑩 = 𝑚0(𝑯 + 𝑴) (𝑒𝑞𝑢𝑎çã𝑜 1) 
onde m0 é a permeabilidade magnética no vácuo, M é a magnetização que é o somatório de 
todos os momentos de dipolo magnético atômicos por unidade de volume (V): 
𝑴 =  
1
𝑉
∑ 𝝁𝒊
𝑁
𝑖
(𝑒𝑞𝑢𝑎çã𝑜 2) 
com N sendo o número de átomos e µ, o vetor momento de dipolo magnético atômico.  A 
resposta dos materiais magnéticos, submetidos a um campo, caracterizada pelo 
comportamento da magnetização, devido a sua estrutura atômica e temperatura, pode ser 
classificado em termos de sua susceptibilidade magnética, 𝑥, no qual:  
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𝑴 =  𝑥𝑯 (𝑒𝑞𝑢𝑎çã𝑜 3) 
sendo uma propriedade importante, já que descreve o comportamento magnético dos 
materiais induzido por H. No sistema internacional (SI), tanto H como M têm unidade de 
medida A.m-1 (Oe), enquanto 𝑥tem unidade adimensional[26].  
 Uma vez que a resposta de um material a um campo magnético aplicado pode ser 
representada pela susceptibilidade magnética, pois descreve o comportamento magnético dos 
materiais, teremos comportamentos magnéticos diferentes devido à origem microscópica de 
sua magnetização e das interações internas, ou seja, dependendo da configuração dos 
momentos de dipolo magnético, podem-se definir os estados magnéticos dos materiais.  
 E esse comportamento magnético é classificado como diamagnético (DM), quando os 
átomos não possuem momento de dipolo permanente, µ = 0.[27] Já para os estados em que os 
átomos possuem µ ≠ 0 eles podem ser paramagnéticos (PM) nos quais os momentos µ estão 
desordenados e não interagentes, estados ordenados ferromagnéticos (FM) quando os 
momentos µ estão acoplados devido a interação magnética, com ordenamento paralelo, o 
estado antiferromagnético (AFM) com ordenamento antiparalelo e ainda o estado 
ferrimagnético (FIM), com ordenamento antiparalelo e descompensado, bastante semelhante 
ao ordenamento FM.[27] 
A condição de µ ≠ 0 em materiais com estado PM ocorre em altas temperaturas, 
enquanto em estados ordenados como FM, AFM e FIM, pode ser induzido com a diminuição 
da temperatura caracterizando uma transição de fase magnética[27].  
 Quando é observada uma transição de fase de FM para PM em uma dada temperatura, 
define-se como temperatura de Curie (TC) e para o caso de AFM, define-se temperatura de 
Néel (TN)
[28]. E assim, no estado PM, a magnetização é nula, uma vez que a soma de todos os 
momentos de dipolo desordenados é igual a zero e somente com a aplicação de um campo 
magnético a magnetização M aumenta. Já os materiais FM e FIM com magnetização 
espontânea abaixo de TC, se tornam importantes para aplicações tecnológicas, quando a TC 
ocorre em altas temperaturas, como consequência tais materiais apresentariam magnetização 
espontânea à temperatura ambiente.  
 Além da temperatura, a susceptibilidade dos materiais depende do campo magnético 
externo aplicado. No caso de materiais FM, existe uma forte interação entre os spins, devido 
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às interações fortes entre momentos de dipolo atômicos vizinhos que os mantêm alinhados, 
mesmo na ausência de campo magnético externo. Dessa forma, uma quantidade alta de spins 
alinha-se na mesma direção para formar os domínios magnéticos[26].  Esses domínios são 
grupos de spins que giram apontando para a mesma direção e agindo cooperativamente, 
separados por paredes de domínio, que possuem uma largura característica e energia 
associada com a sua formação e existência.[26]Através de uma curva típica experimental de 
magnetização em função do campo magnético externo aplicado, ou curva M versus H, (Figura 
6) é possível detalhar o comportamento e a susceptibilidade dos materiais em função do 
campo magnético externo aplicado.  
 
Figura 6 -Curva histerese magnética de materiais FM que na presença de H atinge a 
constante de magnetização Ms e na ausência de H apresenta magnetização remanente 
MR e campo coercivo HC apresentando o alargamento da curva
[29]. 
 Inicialmente as NPs estão desmagnetizadas, e os domínios magnéticos estão 
aleatoriamente distribuídos, e o campo magnético total é zero em qualquer direção.  Com 
aplicação de um campo H, a magnetização do material aumenta, as magnetizações dos 
domínios vão se alinhando, na mesma direção do campo magnético externo até atingir a 
magnetização de saturação, MS no qual a NP atinge o valor máximo de magnetização. 
Quando H é reduzido à zero, a magnetização não apresenta valor nulo. Isso ocorre devido à 
quantidade considerável de domínios ainda estarem alinhados e dessa forma a amostra possui 
uma magnetização remanente, MR. Para a amostra atingir valor zero de magnetização, ou seja, 
desmagnetizada, é necessário que seja aplicado um campo magnético externo menor que zero, 
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que é o campo coercivo, HC que é o campo necessário para que a magnetização atinja valor de 
zero depois de magnetizada.  
 À medida que se aumenta negativamente o campo magnético externo aplicado, a 
magnetização do material ocorre no sentido oposto, até atingir novamente a magnetização de 
saturação. Aumentando novamente o campo externo aplicado, a magnetização de saturação é 
atingida novamente, e encerrando-se a curva de histerese magnética.   
1.3.Superparamagnetismo 
 
 Os materiais magnéticos em dimensões nanométricas apresentam comportamentos 
característicos e diferentes em relação aos homólogos macroscópicos. Trata-se do 
superparamagnetismo, que foi descrito inicialmente por Bean e Livingston no final da década 
de 50[30] e que faz analogia entre o comportamento do pequeno momento magnético de um 
único átomo paramagnético e o momento magnético muito maior de uma partícula 
nanométrica que surge do acoplamento FM de muitos spins atômicos no monodomínio, como 
mostrado na Figura 7.  
 
Figura 7- Representação esquemática do acoplamento FM de spins no interior de uma 
NP monodomínio e analogia com um único grande momento magnético total 
característico do comportamento superparamagnético. Adaptado de [31]. 
 Isso ocorre devido as NPs apresentarem monodomínios, e quando magnetizadas, 
apresentarem os spins alinhados uniformemente na mesma direção. Neste caso, a 
magnetização só pode ser modificada pela rotação simultânea de todos os spins da NPs. 
Quando as partículas são pequenas o suficiente para que a energia térmica seja suficiente para 
superar a energia necessária para mudar a orientação dos spins, o momento magnético da NP 
como um todo passa a sofrer os efeitos da agitação térmica, sendo característica do 
superparamagnetismo[26,27,30]. 
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O surgimento da condição de monodomínio ocorre devido à redução de tamanho dos 
materiais magnéticos que a princípio apresentam multidomínios. Para essa classe de materiais 
FM, o estado de menor energia sem aplicação de H externo é o estado desmagnetizado, com 
momento magnético total igual a zero. E com a diminuição do tamanho das partículas, a 
energia de superfície e a energia da parede do domínio tornam-se progressivamente maiores 
em relação à condição inicial. E a partir de certo diâmetro crítico DC, é mais favorável 
energeticamente remover as paredes do domínio, e dessa forma as partículas deixam de 
apresentar multidomínios e alcançam a formação de um único monodomínio magnético, com 
propriedades superparamagnéticas[31]. Na Figura 8 é possível observar a dependência da 
coercividade em função do diâmetro das partículas.   
 
Figura 8 - Representação esquemática da relação de diminuição do diâmetro das 
partículas magnéticas e formação de monodomínio magnéticos e as respectivas 
curvas histereses de partículas monodomínio (vermelho) e multidomínios (azul) 
Adaptado de [26,31]. 
 Em diâmetros acima de DC, as partículas estão na condição de multidomínios e 
apresenta a curva histerese mais larga (curva azul), ou seja, apresentam altos valores de 
coercividade, característica de materiais ferromagnéticos.  Em diâmetros abaixo de DC, 
observa-se a formação dos monodomínios magnéticos, e sua histerese característica é 
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marcada por uma curva fechada, (curva vermelha), e que apresenta coercividade zero, ou seja, 
não é necessário a aplicação de campo magnético externo, para a sua total desmagnetização, 
sendo esta uma característica marcante do superparamagnetismo.   
 Além disso, as partículas com características de monodomínio têm contribuições 
anisotrópicas à sua energia total, relacionadas com a forma, sobre as tensões a que são sujeitas 
e ainda a própria estrutura cristalina[26]. No caso da energia associada a anisotropia uniaxial 
(de origem magnetocristalina) para manter o momento magnético de uma partícula 
monodomínio em certa direção é descrita como na equação 4: 
𝐸 = 𝐾𝑉𝑠𝑒𝑛2𝜃 (𝑒𝑞𝑢𝑎çã𝑜 4) 
sendo K a constante de anisotropia, V o volume da partícula, e θ sendo o ângulo entre o vetor 
momento magnético e o eixo de fácil magnetização, como indicado na Figura 9 [26]. 
 
Figura 9 - Representação de uma NP sem aplicação de campo magnético com 
anisotropia uniaxial K, momento magnético µ a um ângulo θ em relação ao eixo fácil 
de magnetização (A) e a barreira de energia KV e os respectivos pontos de energia 
mínima (B). Adaptado de [26]. 
 Dessa forma, observa-se que o momento magnético da partícula assume dois estados 
de energia mínima quando θ = 0 e quando θ = 180º (Figura 5). Com o aumento da 
temperatura do sistema, consequentemente ocorre o aumento da energia térmica kBT, com kB a 
constante de Boltzmann e T a temperatura do sistema. Em uma determinada temperatura, a 
energia térmica pode assumir um valor comparável ou até maior que a barreira de energia de 
anisotropia KV. Nesse caso, a magnetização da partícula em equilíbrio térmico não está mais 
bloqueada em uma direção, mas apresentará flutuações entre os dois estados de mínima 
energia de forma muito rápida e assim, o sistema de NPs assume um estado 
(A) 
(B) 
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superparamagnético, uma vez que poderá ser descrito por um modelo paramagnético efetivo, 
em que os momentos magnéticos são os de cada partícula como um todo, o momento 
magnético resultante.  
Em sistemas superparamagnéticos, as partículas possuem um tempo de relaxação que 
caracteriza as flutuações do momento magnético, sendo este o tempo médio para reverter o 
momento magnético de um estado de equilíbrio para outro. Este tempo de relaxação 
característico entre os dois mínimos de energia é definido através da lei de Ahrrenius e 
descrito pela equação 5[32]:  
𝜏 =  𝜏0
(
𝐾𝑉
𝑘𝐵𝑇
)
 (𝑒𝑞𝑢𝑎çã𝑜 5) 
sendo KV a energia de anisotropia necessária para reversão do momento, kBT é a energia 
térmica, sendo kB = 1,3806503.10
-23 J.K-1, T a temperatura do sistema e 𝜏0 o tempo de 
relaxação característico de cada sistema de partículas, que experimentalmente varia entre 10-9 
e 10-10 s. Dessa forma, podemos observar que o volume crítico para o superparamagnetismo é 
diretamente proporcional à temperatura, ou seja, obtendo-se uma distribuição de partículas 
com diferentes tamanhos e elevando a temperatura, essas partículas tornam-se 
superparamagnéticas em maiores temperaturas, como a Figura 10 ilustra a dependência do 
tempo de relaxação de Fe3O4 em formato elíptico em função do diâmetro de grãos 
[32]. 
 
Figura 10 - Representação do diâmetro de partículas de magnetita elípticas em função do 
tempo de relaxação. Em diâmetros maiores o tempo de relaxação cresce 
exponencialmente. Adaptado de [32]. 
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 É importante destacar que as propriedades de superparamagnetismo das NPs 
dependem da temperatura e também do tempo de medida empregado em cada experimento, 
tm, sendo em medidas magnéticas convencionais como VSM ou SQUID de 100 s e até valores 
baixos de 10-8 s nas medidas de Mossbauer[31].  No caso de tm >>𝜏, (kBT >> KV) a relaxação 
ocorre mais rapidamente do que a orientação da magnetização,  o sistema atinge o equilíbrio 
térmico e as NPs estão no estado superparamagnético. Agora se 𝜏>>tm (kBT << KV) a 
relaxação do sistema ocorre bem devagar, e as partículas estarão no estado bloqueado.  
A temperatura de bloqueio (TB)
[32] é a temperatura na qual divide esses dois regimes e 
que depende do tempo característico da medida. Essa temperatura está relacionada com a 
barreira de energia KV, de forma que se aumentar o tamanho das partículas, esse valor de 
energia também aumenta. Define-se TB para certos tamanhos de partícula quando 𝜏 = tm, como 
mostrado na equação 6.  
𝑇𝐵 ≈  
𝐾𝑉
25𝑘𝐵
 (𝑒𝑞𝑢𝑎çã𝑜 6) 
e a temperatura de bloqueio é diretamente proporcional ao volume crítico V e também à sua 
anisotropia. Em partículas grandes, observam-se temperaturas de bloqueio altas e qualquer 
partícula com tamanho menor que o diâmetro crítico, estará no regime superparamagnético.  
Este comportamento superparamagnético exclusivo, que após a aplicação de um 
campo magnético externo fornece respostas magnéticas mais fortes e mais rápidas em relação 
ao homologo macroscópico, são de grande importância para utilização destes sistemas 
nanoestruturados como carreadores de fármacos, por exemplo, uma vez que pode-se carrear o 
fármaco até a um alvo específico no corpo, sob a influência de um campo magnético externo. 
Após a remoção deste campo magnético, as NPs não retêm o magnetismo residual, nem 
campos coercivos e não ocorre formação de aglomerados, evitando a captação por fagócitos 
de forma a aumentar a sua meia-vida na circulação. [33,34] 
1.4.Métodos de síntese de NPs de óxido de ferro 
 
 Os métodos de síntese de NPs de óxido de ferro estão em crescente desenvolvimento, 
uma vez que se buscam características desejadas, como forma, tamanho e distribuição de 
tamanhos, visando diversas aplicações.  As sínteses de NPs ocorrem através dos métodos 
químicos, físicos e biológicos[35,36,37,38]. Os métodos químicos são amplamente utilizados 
devido à simplicidade e eficiência, pois consegue-se o controle da composição, forma e 
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tamanho das NPs.[35]Nos métodos biológicos não são produzidas partículas homogêneas e 
ainda os métodos físicos não permitem o controle do tamanho das NPs.[35] 
 Através de métodos químicos as características citadas anteriormente são atingidas 
mais facilmente, utilizando os métodos químicos como a coprecipitação, microemulsão, 
síntese hidrotérmica, sonoquímica e decomposição térmica[39,40]. Neste trabalho serão 
abordados com maiores detalhes os métodos de coprecipitação e o de decomposição térmica 
de precursores organometálicos e o método de poliol. E ainda estudos preliminares a respeito 
da síntese por microemulsão, utilizadas para preparação de NPs bimetálicas.  
1.4.1. Síntese de nanopartículas por coprecipitação 
 
 A técnica de coprecipitação é o método químico eficiente para obtenção de Fe3O4 
devido ao processo simples de síntese, tipicamente em meio aquoso, sob condições de 
temperatura ambiente, baixo custo, com alto rendimento e produção em larga escala que pode 
gerar NPs hidrofílicas, com estreita distribuição de tamanhos a partir de reagentes 
relativamente não tóxicos. [24,41,42,43] A obtenção de magnetita a partir desse método foi 
descrito inicialmente por Khalafala e Reimers em 1973[44,45], no qual utilizaram hidróxido de 
potássio (KOH) como agente precipitante dos íons Fe2+ e Fe3+, e posteriormente Massart e 
seus colaboradores, no início da década de 80, realizaram a mesma síntese, porém, em 
temperatura ambiente e utilizando hidróxido de amônio (NH4OH).
[44,45] 
 A coprecipitação consiste na mistura de sais férricos e ferrosos, em uma proporção 
molar 1:2, em soluções básicas, à temperatura ambiente ou a elevada temperatura. O tamanho 
a forma e a distribuição de tamanhos das NPs dependem do tipo de sal utilizado (cloretos, 
sulfatos, nitratos, percloratos, etc), a proporção dos íons férricos e ferrosos, temperatura da 
reação, pH, força iônica do meio[41] e parâmetros da reação como velocidade de agitação e 
velocidade de gotejamento da base. A reação de formação de Fe3O4 está representada na 
Reação 1 abaixo.  
 
Reação 1 – Reação de Formação de NPs de Fe3O4 pelo método de coprecipitação. 
 As condições reacionais ideais para a completa precipitação de Fe3O4 devem ser em 
regiões de pH 8 – 14, com relação estequiométrica de 2:1 (Fe3+/Fe2+) em atmosfera não 
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oxidante, pois a magnetita é instável e sensível à oxidação e dessa forma pode ocorrer a 
transformação de Fe3O4 em γ-Fe2O3 na presença de oxigênio.
[24,42] 
 Alguns trabalhos da literatura[46,47] apresentaram uma proposta de formação das NPs 
de acordo com a Reação 2 abaixo que leva em conta o pH do meio reacional.  
 
Reação 2 – Proposta de formação de NPs de Fe3O4 pelo método de coprecipitação de sais de 
ferro em meio alcalino utilizando NH4OH como agente precipitante.  
 Inicialmente, à medida que, por gotejamento, ocorre o aumento gradual do pH da 
solução, evitando uma supersaturação e restringindo a formação dos intermediários iniciais  
ocorre a formação gradual do primeiro intermediário, Fe(OH)3, que é convertido no segundo 
intermediário, FeO(OH), goetita.[47] A medida que ocorre o aumento do pH, inicia-se a 
formação de Fe(OH)2 e uma vez que existe uma grande concentração de goetita, naturalmente 
como os núcleos das NPs, o Fe(OH)2 crescerá sobre a goetita, e assim convertendo em 
magnetita[46,47]. Isso implica que o processo de nucleação é mais facilitado em pH<11, 
(formação dos intermediários de FeO(OH)) enquanto que o processo de crescimento é 
facilitado em pH>11, onde ocorre a formação de Fe(OH)2
[47].  
 Pelo processo rápido e fácil de obtenção de NPs Fe3O4 diversos trabalhos estão 
relacionados ao uso de NPs magnéticas com aplicações biomédicas. Em trabalho recente, 
Amaneh Javid e colaboradores[48] sintetizaram NPs Fe3O4 pelo método de coprecipitação. 
Utilizaram quitosana como revestimento e funcionalizaram a superfície das NPs com 
doxorrubicina, um fármaco utilizado para tratamento de câncer. A quitosana por ter cargas 
positivas em sua superfície, apresenta uma maior facilidade de adesão e absorção em 
membranas celulares, que é bastante atraente para tratamento de tumores sólidos, além de 
melhorar a biocompatibilidade e a permeabilidade das NPs tanto in vitro como in vivo[48]. 
Resultados preliminares mostraram que o sistema nanoestruturado Fe3O4-quitosana mostrou 
maior eficiência para ancorar doxorrubicina em relação à Fe3O4 somente, e ainda, o sistema 
Fe3O4-quitosana-doxorrubicina mostrou melhor eficiência na inibição de crescimento de 
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células tumorais em diferentes linhagens de câncer de ovário (A2780 e OVCAR-3), em 
relação à administração de doxorrubicina somente e também Fe3O4-doxorrubicina
[48].  
1.4.2. Síntese por Decomposição Térmica 
 
 Outra forma de obtenção de NPs metálicas e de óxido de ferro superparamagnética é 
através da síntese por decomposição térmica e metodologias modificadas empregando o 
mesmo princípio. Este método envolve a decomposição térmica de precursores 
organometálicos, que podem ser acetilacetonato de ferro (III), Fe(acac)3, ferro pentacarbonil, 
(Fe(CO)5, ou ainda complexos de Fe(oleato)3, em solventes orgânicos com alto ponto de 
ebulição, com função de agente redutor e meio para crescimento das NPs, como 1-
octadeceno, benziléter e/ou 1,2-hexadecanodiol, na presença de surfactantes que podem ser o 
ácido oleico e oleilamina, frequentemente utilizados e que atuam como agente estabilizante, 
agente complexante dos monômeros e da superfície das nanopartículas.[49,50] 
 Os precursores metálicos de Fe(CO)5 são tóxicos e altamente voláteis, gerando perdas 
do composto durante a síntese. E dessa forma, os precursores metálicos carbonílicos, como 
acetatos e acetilacetonatos são mais utilizados para a síntese por justamente apresentarem 
toxicidade menor em relação aos precursores carbonil.[24] 
Um exemplo é a decomposição de complexo oleato de ferro III (formado a partir de 
FeCl3 com oleato de sódio), que é um exemplo, no qual utiliza-se um precursor 
organometálico de baixa toxicidade para obtenção de NPs , que neste caso são hidrofóbicas e 
não são adequadas para aplicações biomédicas.[24,51] 
 A utilização de solventes orgânicos não é fundamental para a síntese dessas NPs. Uma 
escolha adequada de solventes pode inclusive, diminuir etapas posteriores de tratamento das 
partículas ou utilização de outros reagentes para obter, por exemplo, partículas hidrofílicas. 
Com a utilização de metóxi polietileno glicol, (MPEG)[52], foi possível obter NPs através da 
decomposição térmica de Fe(acac)3, com o MPEG atuando como solvente, agente redutor e 
agente modificante, sem a necessidade de utilizar agentes redutores ou surfactantes e 
viabilizando a aplicação biomédica.[52]    
 Em relação aos demais métodos para obtenção de NPs a síntese por decomposição 
térmica permite a preparação de NPs monodispersas, com melhor controle de tamanho, 
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distribuição de tamanhos e morfologia. A formação das NPs ocorre através do modelo de La 
Mer[53], representado na Figura 10 abaixo. 
 
Figura 11 - Proposta de formação de NPs pelo método de decomposição térmica 
associada ao modelo de La Mer dividida em três etapas nas quais I decomposição 
térmica e formação de precursores subnanométricos, II formação de núcleos e III 
crescimento de NPs. Adaptado de [53]. 
 Nesse modelo, inicialmente ocorre a decomposição dos precursores metálicos 
termicamente ou por redução, gerando espécies subnanométricas em solução.  À medida que 
aumenta a concentração dessas espécies em solução, até atingir uma concentração crítica, 
inicia-se espontaneamente a nucleação das espécies, gerando os primeiros núcleos.  A partir 
da formação dos núcleos, a concentração de espécies subnanométricas em solução cai 
rapidamente, atingindo um valor abaixo da concentração crítica para que ocorra formação de 
novos núcleos.  As espécies resultantes agora participam do processo de crescimento, no qual 
serão adicionados ao núcleo ou a união de pequenos núcleos vai dar origem as NPs e 
enquanto a concentração do precursor e das espécies subnanométricas estiver abaixo da 
concentração crítica, para formação do núcleo, somente ocorre crescimento das NPs. A partir 
desse modelo, é possível a obtenção de NPs monodispersas, já que a nucleação ocorre em um 
estágio posterior ao evento de crescimento. [53] 
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 Para a síntese das NPs monodispersas, com morfologia bem definida, estreita 
distribuição de tamanhos, através da decomposição térmica, o controle destes parâmetros 
pode ser realizado a partir do tipo de precursor metálico utilizado, concentração de 
surfactantes, a temperatura e o tempo da reação[54,55]. Variando-se a proporção entre precursor 
metálico-surfactante e o tempo de decomposição térmica, na mesma temperatura, por 
exemplo, foi possível obter NPs de γ-Fe2O3.
[55,56] Em maiores tempos reacionais (10 h) e 
proporção equimolar entre Fe-oleato e ácido oleico, a morfologia alcançada das NPs é cúbica, 
com menor diâmetro (12 nm) enquanto que menor tempo de duração da decomposição 
térmica (2 h) e um excesso de ácido oleico em relação ao mesmo precursor metálico obteve-se 
morfologia esférica e com maior diâmetro (14,5 nm).[55] 
A obtenção de NPs magnéticas pelo método de decomposição térmica garantem NPs 
monodispersas com alta cristalinidade com estreita distribuição de tamanhos e morfologia 
bem definida, que consequentemente vão apresentar propriedades físicas e químicas 
uniformes. Entretanto, essas NPs são solúveis em solventes hidrofóbicos, devido ao uso de 
revestimentos hidrofóbicos, como ácido oleico durante a síntese, que impossibilita aplicações 
biomédicas, ou a menos que seja realizada uma modificação ou troca desse revestimento 
hidrofóbico por um hidrofílico.  
 Atualmente, uma das rotas de síntese utilizada para obter NPs monodispersas e 
hidrofílicas baseia-se no método de poliol.[43,57]  Nesta metodologia a redução dos precursores 
metálicos ocorre na presença ou não de surfactantes, utilizando um solvente com alto ponto de 
ebulição, geralmente um poliol, como o etileno glicol. O poliol além de atuar como solvente, 
simultaneamente será o agente redutor e o meio para o crescimento das partículas, permitindo 
obter NPs monodispersas.[43,57] Dentre alguns trabalhos na literatura[24,43] foi descrita a 
preparação de NPs de Fe3O4 através da redução de Fe(acac)3 utilizando somente polióis.
[58] 
Entre os polióis utilizados, etileno glicol, dietileno glicol, trietileno glicol e tetraetileno glicol, 
renderam NPs esféricas, monodispersas e com excelente distribuição de tamanhos e ainda 
hidrofílicas, sem a necessidade de tratamento extra para tornar a superfície das partículas 
hidrofóbicas para hidrofílicas, que é de fundamental importância para aplicações biomédicas. 
1.4.3. Síntese por microemulsão 
 
 Outra alternativa para contornar o desafio de aglomeração entre as NPs e as 
dificuldades para controle de tamanho e distribuição de tamanhos e ainda a morfologia bem 
 
Introdução  
19 
 
definida associadas ao método de síntese por coprecipitação é o método de microemulsão[24,59] 
que é definida como nanodispersões coloidais de água em óleo ou óleo em agua estabilizada 
por um surfactante. Um exemplo de microemulsão é a micela reversa[24,60] onde a fase aquosa 
existe como nanogotículas estáveis rodeadas e limitadas por uma monocamada de surfactante 
e dispersas em uma contínua camada de hidrocarbonetos ou óleo.  
 Este método de síntese se baseia em que as nanogotículas atuem como nanoreatores 
individuais, que confinam o crescimento e limitam a aglomeração e a formação das NPs.  E 
esse processo de reação química que ocorre no interior da micela reversa ocorre da seguinte 
maneira (Figura 12): preparando-se duas soluções de micelas reversas idênticas e dissolvem-
se os reagentes X=(sais de ferro) e Y=(agentes redutores) em cada fase separadamente. Ao 
misturarmos as duas soluções ocorrem a troca de reagentes entre as micelas devido às colisões 
e coalescência das nanogotículas, que possibilitam a formação de um precipitado XY (NPs), 
que ficará confinado no interior da micela, até atingir uma quantidade crítica para formação 
de núcleos e consequentemente o crescimento das NPs a partir desses núcleos.[59,60,61] 
 
Figura 12 - Representação esquemática do principio de síntese em micela reversa de 
nanopartículas descrevendo a formação de formação das fases aquosas e orgânicas, 
mistura e formação das NPs. Adaptado de [59]. 
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 O controle da forma e tamanho das NPs dependem de diversos fatores, como o tipo de 
sais utilizados e também os agentes redutores, e principalmente o tamanho das nanogotículas 
aquosas formadas, que é descrita por W=[fase aquosa]/[surfactante][62], sendo para alguns 
materiais como CdS, ZnS e AgCl que o tamanho das partículas é controlado pelo tamanho da 
micela, ou seja, a micela reversa atua como molde[62]. Lee e colaboradores[63] sintetizaram 
NPs esféricas de Fe3O4 pelo método de micela reversa e obteve-se NPs com diversos 
tamanhos variando a proporção do valor de W.[63] 
 Através dos resultados dos pesquisadores[63] é possível observar uma forte tendência 
entre o aumento do tamanho das NPs e o valor de W.  Essa tendência é devido a valores altos 
de W, que resultam em menores quantidades do surfactante, que resulta em maiores tamanhos 
das nanogotículas, devido a uma maior tensão superficial entre a agua e a fase de óleo. Como 
o surfactante diminui a tensão superficial da agua, em menor quantidade a tendência é formar 
as nanogotículas com maiores tamanhos e dessa forma as NPs sintetizadas são maiores[63,64].  
 Outra possibilidade através da síntese por micela reversa é a obtenção de NPs 
bimetálicas, que são preparadas através de duas classes de NPs metálicas, como Fe-Au, por 
exemplo, que buscam a combinação das propriedades individuais dos metais para apresentar 
um nanomaterial com propriedades únicas[65]. A estrutura de NPs bimetálicas é definida pelos 
modos de distribuição dos dois elementos e pode ser orientado em ligas de forma aleatória, 
como um composto intermetálico, agrupar-se em cluster ou ainda em estrutura do tipo core-
shell[65].  
 Alguns trabalhos na literatura[64,66] descrevem síntese de NPs bimetálicas de Fe-Au, 
esféricas, em formato core-shell através do método de micela reversa. A camada de ouro, 
além de prevenir a oxidação do núcleo de Fe, ajuda a reduzir a aglomeração das NPs por 
efeito estérico e por repulsão eletrônica, além de melhorar a biocompatibilidade, e a 
possibilidade de funcionalização da superfície através de grupos tióis, que facilitam a ligação 
de moléculas biologicamente relevantes para possíveis aplicações biomédicas.  
1.5.Revestimento e funcionalização das nanopartículas 
 
 É de grande importância o revestimento das NPs metálicas, uma vez que se evita a 
oxidação dos íons metálicos, aglomeração das NPs e principalmente, as tornam 
biocompatíveis, diminuindo a toxicidade, aumentando a dispersão das NPs em água e ainda se 
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constitui uma estratégia eficiente para ancorar fármacos, biomoléculas, ou outros compostos 
que apresentem alguma atividade biológica na superfície das NPs. 
 Os revestimentos das NPs metálicas podem ser de diversos tipos, como moléculas 
orgânicas relativamente pequenas (glicose, ácido glucônico), surfactantes, polímeros 
(polietileno glicol, quitosana), nanoestruturas (dendrímeros), inorgânicos (ouro, prata, 
silício)[67,68,69,70], entre outros. O uso de polietileno glicol (PEG)[71] é amplamente utilizado 
como revestimento em Fe3O4 manométricas em aplicações biomédicas. A ideia é aumentar a 
biocompatibilidade, além de prevenir o processo de opsonisazação no sangue, ou seja, a 
depuração das NPs pelo sistema retículo endotelial, que leva consequentemente a um maior 
tempo de meia vida no sistema circulatório, e a um maior efeito terapêutico, aumentando a 
eficiência desses sistemas nanoestruturados como carreadores de fármacos.[69] 
 Uma estratégia interessante é a utilização de moléculas como a cisteína (Cys) e 
glutationa (GSH), que são aminoácidos, encontrados no corpo humano. O revestimento pode 
melhorar a dispersão em água das NPs, tornando-as  biocompatíveis, e ainda deixar grupos 
tióis livres na superfície das NPs com pares de elétrons disponíveis para reagir com diversos 
tipos de moléculas com atividade biológica e tornando-se, assim, uma interessante aplicação 
destes sistemas como liberadores de fármacos.  A Figura 13 mostra a estrutura da cisteína 
(Cys) e da glutationa (GSH).  
 
Figura 13 - Estrutura das moléculas de L-Cisteína (A) e L-Glutationa (B) apresentando 
seus grupos funcionais, como os grupos tióis (-SH). 
 Uma vez as NPs revestidas com moléculas apropriadas, são possíveis os ancoramentos 
na superfície com moléculas que possuam atividades biológicas. O óxido nítrico (NO) é uma 
molécula chave no sistema biológico, envolvido em importantes processos fisiológicos, como 
inibição da agregação e da adesão plaquetária, cicatrização cutânea, defesa imunológica, 
controle do tônus vascular e dilatação de veias e artérias, entre outros.[72,73]  Por se tratar de 
um radical livre, o NO é uma molécula relativamente instável, sendo facilmente desativado no 
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meio biológico por reação com oxiemoglobina e outras biomoléculas. Tióis de baixo peso 
molecular, encontrados no plasma humano, reagem com o NO gerando os S-nitrosotióis 
(RSNOs), que são mais estáveis que o próprio NO.[74] Os RSNOs são moléculas 
biologicamente ativas capazes de carregar e doar NO, in vivo, além de apresentarem muitas 
das propriedades biológicas atribuídas ao próprio NO.  
 A estratégia visando aplicações biomédicas é combinar os doadores de NO (como os 
RSNOs) às NPs magnéticas de ferro recobertas com revestimentos com grupos tióis livres, 
podendo assim formar sistemas carreadores e liberadores de NO, em alvos específicos. As 
maiores limitações desses sistemas liberadores de NO, são a rápida liberação de NO para o 
meio fisiológico, rápida difusão da molécula doadora de NO, a baixa solubilidade do veículo, 
no caso as NPs no meio aquoso, e a toxicidade dos mesmos e/ou subprodutos formados após a 
liberação do NO. Nesse cenário, é de extrema importância desenvolver métodos de obtenção 
de NPs que sejam biocompatíveis, tenham baixa polidispersão e alta magnetização. O avanço 
do uso desses sistemas, como promissores compostos com aplicações biomédicas, dependem 
do aperfeiçoamento dos métodos sintéticos através dos quais seja possível produzir amostras 
específicas com características apropriadas, no que diz respeito à forma, tamanho, distribuição 
de tamanhos, cristalinidade e recobrimento adequado da superfície das NPs.  
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2. Objetivos 
 Os objetivos gerais deste trabalho são sintetizar NPs magnéticas metálicas de Fe e 
bimetálicas de Fe e Au, bem como funcionalizá-las para utilizá-las como carregadores de NO 
(NPs de Fe) e investigar a citotoxicidade in vitro dessas NPs.  
 Para este fim, os objetivos específicos são:  
 Síntese de NPs de óxido de ferro superparamagnéticas (Fe3O4) pelos métodos de 
coprecipitação, decomposição térmica de precursores metálicos e método de poliol; 
 Revestimento das NPs sintetizadas pelos métodos citados com moléculas de cisteína 
(Cys), glutationa (GSH) e polietileno glicol (PEG) que são moléculas hidrofílicas e 
biocompatíveis e funcionalização da superfície das NPs com grupos nitrosotiol  (-
SNO) capazes de liberar NO;   
 Síntese de NPs metálicas de Fe-Au pelo método de micela reversa na morfologia core-
shell; 
 Caracterização estrutural (através de DRX), morfológica (através de MET e MEV), 
magnética através de (VSM (Vibrating Sample Magnetometer), SQUID 
(Superconducting Quantum Interference Device) e pelas curvas ZFC (Zero Field 
Cooling) e FC (Field Cooling); 
 Caracterização da superfície das NPs (através de FTIR), medidas de eficiência de 
funcionalização dos grupos SH livres através do reagente de Ellman(DTNB), 
nitrosação dos grupos tióis livres e medidas de liberação de NO através de medidas 
amperométricas com sensores específicos de NO; 
 Ensaios de toxicidade das NPs preparadas em culturas de células tumorais de câncer 
de próstata (PC3) e avaliar viabilidade celular.
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3. Parte Experimental 
 
3.1.Métodos de síntese, revestimentos, medidas de grupos SH e liberação de NO das 
NPs de óxido de ferro. 
 
3.1.1. Síntese de NPs superparamagnéticas de óxido de ferro e recobrimento com 
ácido oleico (Método de coprecipitação)[44,45] 
 Em um béquer de 50 mL pesou-se 1,08 g (4,00 mmol) de cloreto de ferro III 
hexahidratado (FeCl3.6H2O) e dissolveu-se em 8 mL de solução HCl 1mol/L. Em outro 
béquer de 50 mL pesou-se 398,00 mg (2,00 mmol) de cloreto de ferro II tetrahidratado 
(FeCl2.4H2O) e dissolveu-se em 2 mL de solução HCl 1mol/L.  Em seguida, em um  balão de 
fundo redondo de 100 mL adicionou-se as soluções de Fe3+ e Fe2+, sob agitação e à 
temperatura ambiente. Logo após a adição, com o auxílio de bureta de 50 mL adicionou-se, 
gota a gota, uma solução de hidróxido de amônio (NH4OH) 0,7mol/L sob agitação vigorosa e 
após o fim da adição agitou-se a mistura por 30 min. Após o tempo reacional, transferiu-se a 
solução escura para um béquer de 150 mL, e através de um ímã, decantou-se a solução escura 
e foi descartado o sobrenadante.  As NPs foram lavadas três vezes com água deionizada, e 
etanol.  Após a lavagem, recobriu-se as NPs, com adição de 6 mL de ácido oleico, com 
agitação por 30 min.  E finalmente, após tempo reacional foram lavadas novamente as NPs 
cinco vezes com etanol. Foram secas as NPs em temperatura ambiente, em dessecador. Essa 
amostra é denominada CP-Fe3O4-A.O. O Esquema 1 apresenta o procedimento resumido.  
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Esquema 1 - Representação da síntese de NPs superparamagnéticas de óxido de ferro CP-
Fe3O4-A.O pelo método de coprecipitação. 
3.1.2. Síntese de NPs superparamagnéticas de óxido de ferro e recobrimento com 
ácido oleico (Método decomposição térmica)[49,75] 
 Em balão de fundo redondo de 3 bocas e sob atmosfera de nitrogênio, foram 
adicionados 40 mL de benziléter, 1,41 g (4,00 mmol) de acetilacetonato de ferro Fe(acac), 4 
mL (12 mmol) de ácido oleico, 4 mL (12 mmol) oleilamina e 5,17 mg (20,00mmol) de 1,2-
hexadecanodiol sob aquecimento a 200 ºC por 1 h. Em seguida, a mistura reacional foi 
aquecida sob refluxo, a 300ºC, por mais 30 min. Após resfriar a solução, foram adicionados 
25 mL de etanol, centrifugou-se a solução e descartou-se o sobranadante. Lavaram-se as NPs 
com etanol, e foi centrifugado por mais três vezes. Secaram-se as NPs em temperatura 
ambiente, em dessecador (Esquema 2). Essa amostra é denominada DT-Fe3O4-A.O. 
Solubilização 
Agitação 30 min  
Solução NH
4
OH 
Mistura 
Precipitado de NPs 
Lavagem 
Secagem 
Ácido oleico 
 
+  
Agitação 30 min 
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Esquema 2 - Representação da síntese de NPs superparamagnéticas de óxido de ferro DT-
Fe3O4-A.O pelo método de decomposição térmica. 
3.1.3. Troca de ligantes e funcionalização da superfície das NPs com L-glutationa 
reduzida ou L-cisteína[76] 
 O procedimento padrão para troca de ligantes (Esquema 3) foi realizado para ambas as 
NPs CP-Fe3O4-A.O e DT-Fe3O4-A.O, numa proporção 1:5 massa/massa NPs: ligante. O 
exemplo a seguir ilustra a troca de ligantes utilizando L-glutationa e CP-Fe3O4-A.O. Este 
procedimento também é válido para troca de ligantes utilizando Cys. Em um béquer de 50 mL 
pesou-se 429 mg de CP-Fe3O4-A.O e foram dispersas em 10 mL de tolueno, sob agitação. Em 
outro béquer pesou-se 2,03 g (6,52 mmol) de L-glutationa reduzida e foram dissolvidas em 10 
mL de água deionizada, sob agitação com barra magnética.  Em seguida, em um balão de 
fundo redondo, adicionou-se a dispersão de CP-Fe3O4-A.O e a solução de L-glutationa, sob 
agitação vigorosa por 14 h. Após tempo reacional, decantou-se a dispersão com auxílio de 
ímã, e descartou-se o sobrenadante. Em seguida, lavaram-se três vezes com água deionizada, 
e etanol. E por fim, secaram-se as NPs funcionalizadas, em temperatura ambiente no 
dessecador. Essa amostra é denominada CP-Fe3O4-GSH.  
Agitação/Aquecimento 
Fe(acac)3 
Benziléter 
Ácido oleico 
Oleilamina 
1,2-hexadecanodiol 
Adição/Mistura 
1) 200 ºC  
60 min 
2) 300 ºC  
30 min 
Atmosfera N2 Lavagem 
Centrifugação 
Secagem 
Precipitado de NPs 
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Esquema 3 - Representação da troca de ligantes entre CP-Fe3O4-A.O ou DT-Fe3O4-A.O 
hidrofóbico por revestimento hidrofílico de GSH, formando CP-Fe3O4-GSH ou  DT-
Fe3O4-GSH. 
3.1.4. Revestimento da superfície das NPs com PEG (Mw 300)[77] 
 O procedimento para revestimento da superfície das NPs foram realizados para CP-
Fe3O4-GSH e CP-Fe3O4-Cys.Utilizou-se PEG 300 (Esquema 4) e foi adotado em proporção 
massa/massa 1:3 de NPs:PEG. O exemplo a seguir ilustra o revestimento com CP-Fe3O4-
GSH. Em béquer de 50 mL pesou-se quantidade adequada de CP-Fe3O4-GSH de acordo com 
a proporção (250mg) e dispersou-se em 10 mL de água deionizada em banho de ultrassom por 
dez minutos. Em seguida, em outro béquer de 50 mL preparou-se a solução de PEG (300) 
(750 mg em 10 mL de água). Após, em um balão de 100 mL adicionou-se a solução de CP-
Fe3O4-GSH e a solução de PEG desejada e agitou-se vigorosamente por vinte e quatro horas. 
Após tempo reacional, decantou-se a solução com um ímã magnético, descartou-se o 
sobrenadante e lavaram-se as NPs cinco vezes com etanol.  Secaram-se as CP-Fe3O4-GSH 
revestidas com PEG, em temperatura ambiente no dessecador. Essa amostra é denominada 
CP-Fe3O4-GSH-PEG. 
Mistura 
Agitação 
14 horas 
Lavagem 
Secagem 
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Esquema 4 - Representação do revestimento de CP-Fe3O4-GSH com PEG Mw 300 
formando CP-Fe3O4-GSH-PEG. 
3.1.5. Síntese de NPs bimetálicas de Fe@Au por micela reversa[64,66] 
 Em um béquer 100 mL adicionou-se 330 mg de FeCl2.4H2O e dissolveu-se em 2,4 mL 
de HCl (1M). Em seguida, adicionou-se 6 g de brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB), 21 
mL de octano e 6 mL de butanol, formando a solução 1. Em outro béquer de 100 mL 
adicionou-se 900 mg de bohohidreto de sódio (NaBH4) e dissolveu-se em 2,4 mL de agua 
deionizada. Após, adicionou-se 3 g de CTAB, 14 mL de octano e 3 mL de butanol, formando 
a solução 2. Em seguida, em um balão de 3 bocas de 250 mL em atmosfera de N2 e sob 
agitação adicionou-se a solução 1, logo em seguida adicionou-se a solução 2. Agitou-se a 
mistura reacional por 60 minutos, formando NPs de ferro.  Paralelamente, em um béquer de 
100 mL adicionou-se 5 mL de solução de ácido cloroáurico (HAuCl4) (24,5 mM), 3 g de 
CTAB, 14 mL de octano e 3 mL de butanol (solução 3). E por fim, em outro béquer de 100 
mL adicionou-se 108 mg de NaBH4 dissolvidos em 1,8 mL de agua deionizada, 3 g de CTAB, 
14 mL de octano e 3 mL de butanol formando a solução 4. Adicionou-se a solução 3 e em 
seguida a solução 4 à mistura reacional formada de NPs de ferro e agitou-se por 3 h em 
atmosfera de N2. E finalmente, após tempo reacional, lavaram-se as NPs com mistura 
clorofórmio:metanol (1:1) e secaram-se em dessecador a temperatura ambiente.  Essa amostra 
é denominada MR-Fe@Au.  
 
Mistura 
Agitação 
14 horas  
Lavagem 
Secagem 
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Esquema 5 - Síntese de MR-Fe@Au pelo método de microemulsão. 
3.1.6. Síntese de NPs superparamagnéticas de óxido de ferro recobertas com PEG 
(Mw 300) (Método poliol)[43,47] 
 Em um balão de fundo redondo de 3 bocas, sob atmosfera de nitrogênio adicionou-se 
706 mg (2 mmol) de Fe(acac)3 e 20 mL de PEG Mw 300 sob agitação e lento aquecimento até 
temperatura de 180 ºC mantendo-se nessa condição por 30 min. Após tempo reacional, 
aqueceu-se a mistura reacional sob refluxo por 270 ºC mantendo-se por mais 30 min. Em 
seguida, resfriou-se a solução até temperatura ambiente, adicionou-se 25 mL de etanol, 
centrifugou-se a solução e descartou-se o sobrenadante. Lavaram-se as NPs com etanol, e 
centrifugou-se por mais três vezes, secaram-se as NPs em temperatura ambiente, em 
dessecador. Essa amostra é denominada PL-Fe3O4-PEG.  
Mistura/Agitação 
60 min/ atm N2 
Mistura/Agitação 
180 min/ atm N
2
 
Lavagem/Secagem 
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Esquema 6 -Síntese de PL-Fe3O4-PEG pelo método de poliol utilizando PEG como 
revestimento e solvente da reação. 
3.1.7. Revestimento de PL-Fe3O4-PEG com GSH 
 O procedimento para essa etapa é o mesmo utilizado na seção 3.1.4.  Essa amostra é 
denominadaPL-Fe3O4-PEG-GSH.  
Para facilitar a identificação de todas as NPs sintetizadas pelos diferentes métodos foi 
criada uma nomenclatura indicando o método de síntese empregado, o óxido de ferro e a 
ordem crescente dos revestimentos utilizados. Como exemplo as NPs preparadas pelo método 
de coprecipitação, revestidas com GSH e posteriormente com PEG, são identificadas como 
CP-Fe3O4-GSH-PEG. A Tabela 1 abaixo ilustra os demais exemplos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Agitação/Aquecimento 
Adição/Mistura 
1) 180 ºC  
30 min 
2) 270 ºC  
30 min 
Atmosfera N2 Lavagem 
Centrifugação 
Secagem 
Precipitado de NPs 
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Tabela 1 - Nomenclatura para NPs sintetizadas pelos métodos de síntese empregados. 
Coprecipitação Decomposição 
Térmica 
Poliol Micela 
Reversa 
CP-Fe3O4-A.O DT-Fe3O4-A.O PL-Fe3O4-PEG MR-Fe@Au 
CP-Fe3O4-Cys DT-Fe3O4-Cys PL-Fe3O4-PEG-GSH  
CP-Fe3O4-Cys-PEG DT-Fe3O4-Cys-PEG   
CP-Fe3O4-GSH DT-Fe3O4-GSH   
CP-Fe3O4-GSH-PEG DT-Fe3O4-GSH-PEG   
 
3.1.8. Medida de eficiência de funcionalização da superfície das NPs com grupos 
Tióis (-SH) NPs tioladas[76,103] 
 Em béquer de 50 mL pesou-se 20 mg de ácido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzóico) 
(DTNB) e 3 mg de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),  dissolveu-se em 10 mL de 
tampão fosfato-salino (PBS) (pH=7) com agitação e protegeu-se da luz o béquer com a 
solução. Agitou-se durante 50 min. E após esse tempo, mediu-se absorção no 
espectrofotômetro em comprimento de onda de 412 nm de uma alíquota de 1,7 mL da solução 
DTNB.  Em seguida, pesou-se cerca de 1 mg de NPs tioladas, ou seja, com revestimento de 
Cys ou GSH e dispersou-se em 500 µL do tampão PBS em banho de ultrassom por dez 
minutos. Logo após, adicionou-se na dispersão de NPs tioladas uma alíquota de 1 mL do 
tampão PBS e mais 200 µL da solução DTNB, e deixando reagir por cinco minutos. Em 
seguida, centrifugou-se a solução de NPs por mais cinco minutos, e por fim mediu-se 
absorção em comprimento de onda 412 nm (ε = 14150 M-1 cm-1). O experimento foi realizado 
em espectrômetro de UV-Vis (Agilent, modelo 8453) em triplicata.  
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Esquema 7 -Representação do processo de medida de grupos tióis livres na superfície das 
NPs tioladas através da reação com reagente DTNB. 
3.1.9. Nitrosação dos grupos (-SH) presentes na superfície das NPs tioladas e 
medida de liberação de NO[79,80] 
 Pesou-se aproximadamente 3,5 mg de NPs tioladas e dispersou-se em 1 mL de água 
deionizada (pH 4-6) em banho de ultrassom por dez minutos. Em seguida, pesou-se 64 mg de 
nitrito de sódio e dissolveu-se em 2 mL de água deionizada (pH 4-6). Logo após, adicionou-se 
200 µL da solução de nitrito de sódio na dispersão de NPs tioladas e manteve-se em geladeira 
por trinta minutos. Após o tempo reacional, coletaram-se alíquotas de 500 µL da dispersão de 
NPs nitrosadas, ou seja, NPs funcionalizadas com grupos S-nitrosotióis na superfície e mediu-
se através de técnica amperométrica, utilizando o analisador de radicais livres, a quantidade 
liberada de NO. Previamente realizou-se calibração do sensor de NO, através do método do 
cloreto de cobre II (CuCl2), que atua como agente redutor de grupos RSNO, liberando o NO. 
Em béquer de 25 mL adicionou-se 10 mL de solução de cloreto de cobre II (CuCl2) (0,1 
mol/L), mergulhou-se o sensor de NO nessa solução. Após 12 h para estabilização do sensor, 
foram adicionados alíquotas de solução S-nitroso-glutationa (GSNO) 100 µmol/L na 
sequência (50, 100, 150, 200, 250, 300 µL). A partir dos dados de corrente medida (pA) pela 
concentração da solução (nmol/L) construiu-se a curva de calibração. O equipamento 
utilizado foi o Analisador de Radicais Livres Apollo TBR 4100, com sensor de NO (World 
Precision Instruments), sendo este experimento realizado em triplicata. 
Absorbância 
ε = 14150 M-1 cm-1 
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Esquema 8 - Representação de nitrosação das NPs tioladas e respectiva formação de 
grupos S-nitrosotióis na superfície de Fe3O4. 
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3.2.Caracterização das NPs tioladas 
3.2.1. Difratometria de raios X 
A difratometria de raios X (DRX) (do inglês, XRD - X-Ray Diffraction) desempenha 
um papel importante dentre as técnicas de determinação das propriedades estruturais de 
muitos materiais orgânicos e inorgânicos. Os difratogramas obtidos permitem a identificação 
de compostos cristalinos, bem como a determinação dos parâmetros de rede, tamanho de 
grãos, orientação preferencial e grau de cristalinidade dos materiais. O fenômeno da difração 
ocorre quando uma onda em movimento encontra um conjunto de objetos espalhadores 
regularmente espaçados e quando o comprimento de onda é da mesma ordem de magnitude 
das distâncias repetidas entre os centros espalhadores,[26] ou seja, da ordem de Angstrom para 
átomos e raios X. 
Em um cristal, os centros espalhadores são formados por átomos contidos nos planos 
virtuais, os quais são denominados planos cristalográficos e indexados através dos índices do 
plano, denominados índices de Miller, (hkl), separados por uma distância interplanar d(hkl). 
Por meio de relações geométricas entre o feixe incidente e o feixe difratado pelos planos, 
W.L. Bragg formulou uma equação através da qual é possível obter o espaçamento entre os 
planos sabendo-se o ângulo de incidência e o comprimento de onda do feixe incidente. A lei 
de Bragg é representada na equação 7: 
𝑛𝜆 = 2𝑑(ℎ𝑘𝑙)𝑠𝑒𝑛𝜃(ℎ𝑘𝑙) (𝑒𝑞𝑢𝑎çã𝑜 7) 
sendo 𝑛 a ordem da difração (normalmente, considera-se 𝑛 = 1),  o comprimento de onda da 
radiação incidente, d(hkl) a distância interplanar e (hkl) o semi-ângulo de difração medido em 
relação aos raios X incidentes. A partir da análise do feixe difratado é possível obter 
informação sobre o arranjo atômico do cristal, ou seja, simetria e distâncias interatômicas que 
determinam a chamada, cela unitária.[25] 
Os parâmetros de rede a, b e c e os ângulos entre as direções dos três eixos da cela 
unitária ,epara os diversos tipos de estrutura cristalina são obtidos a partir do 
conhecimento das distâncias d(hkl) entre os planos. A equação 8 mostra a expressão que 
permite calcular a distância interatômica para a estrutura cristalina cúbica: [25] 
222
)(
lkh
a
d hkl

 (𝑒𝑞𝑢𝑎çã𝑜 8)
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sendo os valores de a = b = c e α, β, γ = 90º. 
 Para determinar o tamanho de cristalito através da reflexão mais intensa das NPs 
obtidas utilizou-se a equação de Scherrer[78] :   
𝑡 =
𝐾𝜆
𝛽 𝑐𝑜𝑠 𝜃
 (𝑒𝑞𝑢𝑎çã𝑜 9) 
onde, 𝐾 é um fator de forma do cristalito, que para partículas quase esféricas ou quando a 
forma do cristalito é indefinido utiliza-se o valor de 0,89. A constante 𝛽, que representa  a 
largura a meia altura do pico de difração, 𝜆 é comprimento de onda dos raios X (Cukα Cu = 
1,5418 Å), θ = ângulo de Bragg no plano e t é a dimensão do cristalito.   
A forma do pico foi ajustado através de uma superposição de Gaussianas, e 𝛽 foi aproximado 
através da equação 10: 
𝛽 =  √𝐵2 + 𝑏2 (𝑒𝑞𝑢𝑎çã𝑜 10) 
em que, 𝐵 é a largura instrumental da meia altura do pico extraída da amostra padrão utilizada 
para calibração do DRX que foi um monocristal de silício metálico (sistema isométrico) e 𝑏 é 
a largura experimental da meia altura do pico da amostra a ser analisada.  
Os ensaios de difração de raios X das NPs tioladas foram realizadas em difratômetro 
de raios X por policristais Bruker, D8 Davinci, radiação de CuKα (λ = 1,5418 Å e 
monocromador de grafite), tensão de 40 kV e corrente de 40 mA. Intervalo de varredura (2θ) 
entre 15 a 70º e tempo de contagem de 2s/passo. A identificação da estrutura cristalina das 
NPs analisadas foi realizada através de comparação com difratogramas obtidos com padrões 
tabelados disponíveis no banco de dados Amercian Mineralogist Crystal Structure Database 
– Powder Diffraction File (AMCSD – PDF). 
3.2.2. Espectroscopia vibracional na região do infravermelho (FTIR – Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy) 
 
 As medidas de FTIR das NPs tioladas foram realizadas no Espectrômetro Shimadzu 
Prestige-21 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão) com resolução de 2cm-1, em intervalo 
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entre 4000 – 400cm-1. As NPs foram prensadas em prensa hidráulica para formação das 
pastilhas de KBr. 
3.2.3. Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 
 As fotomicrografias das NPs foram obtidas usando o microscópio eletrônico de 
transmissão Philips CM200, com espectrômetro dispersivo, operando a 160 kV. Para 
contagem do diâmetro das NPs a partir das micrografias obtidas, foi utilizado o programa 
ImageJ, para a contagem e medida de trezentas NPs.  
3.2.4. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) e Espectroscopia por dispersão 
de energia de raios X (EDS) 
 A morfologia das NPs foi caracterizada através de microscopia eletrônica de varredura 
(Jeol JSM T-300 microscópio eletrônico), em tensão de 20 kV, com sistema de espectroscopia 
de energia dispersiva de raios X (EDS). A técnica de EDS foi usada para mapear a 
distribuição de átomos da NP e átomos dos ligantes.    
3.2.5. Medidas de curva de magnetização 
 A caracterização das propriedades magnéticas das NPs superparamagnéticas foi 
realizada na Universidade Federal do ABC (UFABC), no Centro Experimental Multiusuário 
em um magnetômetro supercondutor de interferência quântica (SQUID) modelo MPMS 
modelo C060, que foram acondicionadas em suportes cilíndricos de Lucite e realizadas as 
medidas com pó seco de NPs. 
3.2.6. Diâmetro Hidrodinâmico, Índice de Polidispersividade e Potencial Zeta 
 O diâmetro hidrodinâmico, índice de polidispersividade (PDI) e potencial zeta das NPs 
foram medidos usando um equipamento de espalhamento de luz dinâmico (DLS) (Nano ZS 
Zetasizer, Malvern Instruments Corp.), a 25 ºC em cubetas de poliestireno de 10 mm de 
caminho óptico. Todas as NPs foram filtradas em filtros de membrana de 400 nm. As medidas 
foram realizas em função da intensidade.Para medidas de potencial zeta as NPs foram 
dispersas em solução cloreto de potássio (KCl 0,1 mol/L). 
3.3.Testes biológicos utilizando NPs tioladas 
 A caracterização da citotoxicidade dos materiais preparados foram realizados em 
colaboração com o Prof. Dr. Marcelo Bispo da Universidade de Campinas (UNICAMP), 
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através de testes in vitro. A linhagem de células utilizadas foram células tumorais de câncer 
de próstata (PC3), em concentração de 1x105/mL. Todas as células foram tratadas em 
diferentes concentrações de PL-Fe3O4-GSH-PEG por 4, 24 e 48 horas e logo após a 
viabilidade celular foi analisada através do ensaio de redução resazurin (MTT). Os dados 
foram expressos em relação à viabilidade celular controle (100%) e os experimentos foram 
realizados em sextuplicata.
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4. Resultados e Discussão 
4.1.Métodos de síntese das NPs de óxido de ferro 
 
 As características morfológicas, estruturais, estequiométricas e principalmente as 
características magnéticas das NPs de óxido de ferro são fortemente dependentes dos métodos 
de síntese empregados, tornando-se grande o desafio para a obtenção destas NPs, dependendo 
da aplicação desejada.  As rotas sintéticas através dos métodos químicos apresentam maior 
destaque em relação aos demais métodos. São mais simples, eficientes, manejáveis e com 
apreciável controle de tamanho, composição e morfologia das NPs.  No caso de aplicações 
biomédicas, as metodologias de síntese mais importantes e também mais bem estabelecidas na 
literatura [81,82] são a coprecipitação e a decomposição térmica de precursores 
organometálicos, que foram abordadas nesse trabalho. 
 A coprecipitação é o método que apresenta maior simplicidade na reprodução, 
apropriado para rápidas produções em massa. Além disso, com a utilização do revestimento 
adequado a superfície das NPs podem tornar-se hidrofílicas. Neste trabalho foi realizada a 
troca de revestimento ácido oleico da superfície das NPs por moléculas hidrofílicas e 
biocompatíveis como a Cys, GSH e ainda PEG como revestimento extra para melhorar a 
dispersão das NPs em meios aquosos e tamponados.  Para a obtenção de NPs Fe3O4 é 
fundamental que a manutenção da razão molar entre os íons Fe3+ e Fe2+ seja igual a 2, para 
evitar a formação de outros óxidos como a γ-Fe2O3 ou hematita, uma vez que na estrutura 
cristalina de γ-Fe2O3 os sítios tetraédricos e octaédricos são ocupados por íons Fe
3+.[83,84] Em 
atmosfera oxidante Fe2+ é oxidado a Fe3+ e diminuindo a razão molar entre os íons Fe3+ : Fe2+, 
o que pode gerar NPs com diferentes óxidos em sua fase de composição. Para obter as NPs 
desejadas, no caso, Fe3O4 manter a atmosfera com N2 evita um ambiente oxidante durante a 
síntese e minimiza os efeitos e mantém a proporção de íons Fe durante todo o processo.[83,84]  
 A decomposição térmica e o método de poliol apresentam melhor controle de 
tamanho, distribuição de tamanhos e morfologia das NPs de óxido de ferro obtidas em relação 
aos demais métodos,[49,50] uma vez que esses parâmetros são facilmente controlados com 
ajuste da temperatura do processo, razão molar entre o precursor metálico e o solvente 
utilizado e o controle e ajuste do tempo de reação.[50] O método de poliol é econômico, visto 
que somente o liquido poliol utilizado desempenha as funções de solvente, surfactante, agente 
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redutor e revestimento das NPs e a facilidade de obter os óxidos de ferro com a superfície 
hidrofílica.[57] 
 A obtenção de NPs bimetálicas através da microemulsão, a partir das micelas reversas 
é bastante facilitada, já que é possível controlar de forma precisa o tamanho das micelas 
reversas através do parâmetro W e consequentemente o tamanho das NPs que serão 
sintetizadas nessas nanogotículas.[60]  
 A seguir serão apresentadas as caracterizações estruturais, morfológicas, magnéticas e 
de superfície das NPs sintetizadas a partir do método de coprecipitação, decomposição 
térmica, poliol e microemulsão.   
4.2.Caracterização das NPs sintetizadas 
 
4.2.1. Difratometria de raios X 
 
 A caracterização estrutural das NPs sintetizadas, ou seja, identificação da estrutura 
cristalina foi realizada através de experimentos de difratometria de raios X. A Figura 14 
apresenta os difratogramas de raios X de CP-Fe3O4-GSH e CP-Fe3O4-GSH-PEG.  
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Figura 14 - Difratogramas de raios X de CP-Fe3O4-GSH (A), t = 10 nm em preto e CP-
Fe3O4-GSH-PEG, t = 11 nm (B)em vermelho indicando a fase do mineral Fe3O4 e 
ausência de reflexões de outros óxidos. 
 A partir dos difratogramas observa-se  que as NPs apresentam apenas as reflexões dos 
planos cristalográficos, (índices de Miller) (111), (220), (311), (400), (422), (511) e (440) 
correspondentes à estrutura cúbica em forma de espinélio invertido do mineral Fe3O4 com 
distância interplanar d = 2,5287 Å e parâmetro de rede ɑ = 8,3867 Å, e de acordo com 
(AMCSD0007394, grupo espacial 𝐹𝑑3̅𝑚, d = 2,5260 Å e ɑ= 8,3778 Å),indicando ausência de 
reflexões de hematita e outros óxidos.[17,85] Os revestimentos GSH e PEG não apresentam 
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nenhuma mudança de fase cristalina na superfície das nanopartículas. O valor de t das CP-
Fe3O4-GSHe CP-Fe3O4-GSH-PEG é de aproximadamente 11 nm, obtido a partir da equação 
Scherrer[86]utilizando a reflexão de Bragg (311).  
 A Figura 15 apresenta os difratogramas obtidos de DT-Fe3O4-A.O em valores de t 
diferentes em função da temperatura T de síntese. 
 
Figura 15 - Difratogramas de DT-Fe3O4-A.O. NPs com tamanho de cristalito de 6 nm 
difratograma azul (A) a partir da T = 265 ºC e 9 nm, verde (B) com T = 297 ºC 
obtidos em função do método de decomposição térmica. 
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 A partir do difratograma da Figura 15-B, é possível observar que na síntese com a 
temperatura de 297 ºC houve uma diminuição da largura do pico de difração (311) em relação 
à Figura 15-A, preparada em temperatura de 265 ºC, o que sugere o aumento det. Para DT-
Fe3O4-A.O (A) o valor de t é de 6 nm e DT-Fe3O4-A.O (B) de 9 nm e uma possível causa 
desse comportamento baseia-se na seguinte proposta: Em temperaturas de reação de 265 ºC a 
taxa de crescimento das NPs ocorre via difusão, formando as NPs menores, enquanto que em 
temperaturas mais altas (297 ºC) o crescimento das NPs ocorre através do amadurecimento de 
Ostwald,[87] no qual na fase de crescimento, núcleos menores se agregam as partículas 
maiores, formando assim uma estrutura com maior tamanho. Resultado similar foi encontrado 
em trabalho na literatura.[88] 
 Foi realizado troca de ligantes da superfície deDT-Fe3O4-A.O com t de 8 nm, 
utilizando Cys e GSH, e a Figura 16 apresenta os difratogramas de raios X relacionados à 
estas NPs.  
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Figura 16- Difratogramas de DT-Fe3O4-Cys difratograma azul (A) e DT-Fe3O4-GSH 
difratograma vinho (B) apresentando as respectivas reflexões características de 
Fe3O4 e ausência de reflexões dos revestimentos de GSH e PEG. 
EmDT-Fe3O4-Cys as principais reflexões de Fe3O4, aparecem menos intensas, e 
também é possível observar as reflexões características da cisteína, inset da Figura 16-A, 
20 30 40 50 60 70
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
20 30 40 50 60 70
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
 
 
In
te
n
s
id
a
d
e
 (
c
p
s
)
2  (graus)
Cisteína
(Cys)
(Cys)
(Cys)
(Cys)
(Cys)
(400)
(A)
 DT-Fe
3
O
4
-Cys
(511)
(440)(220)
(311)
In
te
n
s
id
a
d
e
 (
c
p
s
)
2 (graus)
20 30 40 50 60 70
0
100
200
300
400
500
(GSH)
(111)
(440)
(511)
(422)
(400)
(311)
(220)
(B)
In
te
n
s
id
a
d
e
 (
c
p
s
)
2 (graus)
 DT-Fe
3
O
4
-GSH
 
Resultados e Discussão  
45 
 
indicando uma cristalinidade do revestimento. Já DT-Fe3O4-GSH, porém, apresenta os picos 
característicos do óxido de ferro, sem apresentar as reflexões características da GSH. A 
obtenção de NPs por decomposição térmica com valores de t menores é facilmente alcançada 
em relação às NPs preparadas por coprecipitação, visto que a síntese por decomposição 
térmica apresenta a vantagem de controlar melhor o tamanho e a distribuição de tamanhos das 
NPs.  
 Para PL-Fe3O4-PEG (A) e PL-Fe3O4-PEG-GSH (B), na Figura 17, ambas as NPs 
apresentam as reflexões características da estrutura cúbica deFe3O4, sem a presença dospicos 
cristalográficosdos revestimentos de PEG e GSH. O diâmetro de cristalito de PL-Fe3O4-PEG 
e PL-Fe3O4-PEG-GSH é de 10 nm e 5 nm, respectivamente. Na Figura 17-B na região de 2Ɵ 
entre 15 – 20 º, aparece um efeito de fluorescência do ferro, causado pela radiação de cobre.  
 Uma vez que a síntese de poliol é derivada da decomposição térmica, e os parâmetros 
de síntese são fortemente dependentes da temperatura e concentração do solvente, 
experimentalmente foi observado que aumentando a temperatura da reação, maior foi o valor 
de t das NPs. Resultado similar foi descrito na literatura,[89] em que NPs de magnetitas 
preparadas via poliol em temperaturas de 330 ºC apresentavam aglomeração e pouca 
estabilidade coloidal, enquanto que em temperaturas de 220 ºC as NPs apresentaram boa 
estabilidade, e ainda apresentam alta hidrofilicidade.[89] 
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Figura 17-Difratograma de raios X das NPsPL-Fe3O4-PEG (A) difratograma preto e PL-
Fe3O4-PEG-GSH (B) difratograma vermelho indicando a fase Fe3O4. 
 A Figura 18 apresenta MR-Fe@Au sintetizadas através do método de microemulsão 
variando-se a concentração de precursor de Au. As reflexões características (111), (200), 
(220) e (311) em 2Ɵ 38,16º, 44,37º, 64,68º e 77,51º, respectivamente, correspondem a 
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estrutura cubica de face centrada de Au de acordo com o banco de dados (AMCSD 0013108, 
grupo espacial 𝐹𝑑3̅𝑚, d = 2,3510 Å, ɑ = 4,0720 Å), e também são observadas as reflexões 
(311) em 35,5º e reflexão 220 em 30,2º, referente ao óxido de ferro magnetita, sugerindo uma 
estrutura do tipo core@shell, em que o núcleo de ferro está envolvido por uma casca de ouro, 
como foi descrito em trabalhos na literatura[90,91], e ainda foi observado que as NPs 
apresentaram resposta frente a um campo magnético.   
 
Figura 18 - Difratogramas de raios X de MR-Fe@Au do tipo core@shell sintetizadas 
pelo método de microemulsão, com MR-Fe@Au 18-A com t = 10 nm e [HAuCl4] = 25 
mM e MR-Fe@Au 18-B com t = 22 nm e [HAuCl4] = 440 mM mostrando a 
dependência da concentração do precursor de ouro e o tamanho das NPs. 
 Através deste parâmetro de síntese na micela reversa, observou-se o aumento de t das 
NPs devido ao aumento da concentração de Au na micela levar a diminuição de surfactante, 
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CTAB, no sistema reacional e que consequentemente leva ao aumento da tensão superficial 
da agua que favorece a formação de nanogotículas de ouro maiores. Resultados similares 
foram descritos por Kayal[66] e colaboradores, em que foi observado que as NPs de Fe@Au 
maiores apresentavam baixos valores de magnetização, devido a uma maior casca de ouro 
envolta sobre o núcleo magnético.  
4.2.2. Microscopia eletrônica de Transmissão (MET) e Microscopia eletrônica de 
varredura (MEV) com Energia dispersiva de raios X (EDS) 
 A Figura 19 apresenta a caracterização morfológica, com as imagens de MET deCP-
Fe3O4-GSH-PEG e CP-Fe3O4-Cys-PEG respectivamente.         
 
Figura 19 - Imagem de MET de CP-Fe3O4-GSH-PEG (A), CP-Fe3O4-Cys-PEG (B) 
evidenciando a morfologia quase esférica das NPs. 
 As NPs apresentam uma morfologia quase esférica apresentando contornos esféricos, 
e a maior parte da população de NPs bem aglomeradas, devido a esse processo de síntese não 
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utilizar surfactantes durante a nucleação e crescimento e as NPs formadas em meio aquoso, de 
alta força iônica, se aglomerar devido a sua alta energia de superfície.  
 Em relação ao tamanho e a distribuição de tamanhos, foi utilizado o programa Image J 
para a contagem de trezentas NPs, para estimar o diâmetro médio e o índice de 
polidisperisividade e os valores encontram-se na Tabela 3 e o histograma com a distribuição 
de tamanhos estão representados na Figura 20.  
Tabela 2 - Valores de diâmetro médio das NPs magnéticas nanoestruturadas e o índice de 
polidispersividade. 
Amostra Diâmetro médio (nm) Polidispersividade (%) 
CP-Fe3O4-GSH-PEG 10,6 22 
CP-Fe3O4-Cys-PEG 11,8 17 
 
 As NPs apresentam diâmetros compatíveis para sistemas nanoestruturados, e 
corroboram com os resultados obtidos através de MET, entretanto, mostram valores 
significativos de polidispersividade, indicando populações de NPs de diversos tamanhos 
(Figura 20), que podem influenciar nas propriedades visto que as NPs não apresentam 
uniformidade.   A coprecipitação ainda que apresente facilidade na síntese, e seja compatível 
para aplicações biomédicas, oferece NPs polidispersas, com pouca uniformidade no diâmetro, 
morfologia e distribuição de tamanhos.   
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Figura 20 - Histogramas de distribuição de tamanhos deCP-Fe3O4-GSH-PEG (A) e CP-
Fe3O4-Cys-PEG (B) com diâmetros médios e índice de polidispersividade indicando 
NPs polidispersas. 
A Figura 21 apresenta a imagem de MEV e espectro EDS de CP-Fe3O4-GSH-PEG.  
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Figura 21 - Imagem de microscopia eletrônica de varredura de CP-Fe3O4-GSH-PEG 
ilustrando a morfologia esférica das NPs (A) e espectroscopia de energia dispersiva 
de raios X (B) apresentando a composição atômica das NPs. 
 CP-Fe3O4-GSH-PEG apresentou a morfologia esférica com diâmetro de 
aproximadamente 11 nm, suportando os resultados tanto da microscopia eletrônica de 
transmissão como do DRX. As NPs apresentam estado aglomerado e isso ocorre devido ao 
processo de síntese por coprecipitação em que não utiliza-se surfactantes durante a nucleação 
e o crescimento e as NPs formadas em um meio aquoso, de alta força iônica, tem a tendência 
de se aglomerarem devido à sua alta energia de superfície.  
 A Figura 21 (B) apresenta a composição de CP-Fe3O4-GSH-PEGatravés do espectro 
de EDS, que indica a emissão de energia dispersiva de raios X de átomos de Fe (ferro), O 
(oxigênio) e S (enxofre), como esperado.  A porcentagem em massa de Fe, O, e S foram 64,6, 
33,2 e 2,2%, respectivamente, sendo a presença de átomos de Fe no núcleo das NPs, o 
oxigênio tanto no núcleo de NPs ou nos revestimentos de GSH e PEG e ainda a presença de 
átomos de enxofre uma confirmação do revestimento com GSH da superfície de Fe3O4. 
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Resultados similares foram observados para NPs de Fe3O4 revestidas com moléculas de ácido 
mercaptosuccinico (MSA) que contém grupos SH.[79] 
 Para as NPsDT-Fe3O4-A.O (Figura 22) é possível observar a morfologia esférica bem 
definida, sem aglomeração das NPs, com diâmetro médio de 11,3 nm e polidispersividade 
aproximado de 8% indicando uma significativa melhora na distribuição de tamanhos, maior 
estabilidade das NPs, sem sistemas aglomerados e a morfologia com contornos esféricos, 
apresentando uma excelente alternativa para preparação de NPs monodispersas com 
distribuição de tamanhos estreitos, e morfologia bem definida, que são características ideais 
para aplicações biomédicas uma vez que apresentam uniformidade em termos de morfologia, 
tamanho e distribuição de tamanhos.   
 
Figura 22 - Imagem de microscopia eletrônica de transmissão de DT-Fe3O4-A.O (A) e o 
respectivo histograma de distribuição de tamanhos (B) com diâmetro médio e índice 
de polidispersividade. 
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4.2.3. Espectroscopia vibracional na região do infravermelho (FTIR) 
 A caracterização estrutural das NPs revestidas foi realizada através da espectroscopia 
vibracional na região do infravermelho, uma técnica bastante útil que permite observar bandas 
características das amostras, como as vibrações de estiramentos e deformações característicos 
dos grupos funcionais das moléculas de revestimento e das ligações do metal presentes nas 
NPs que nos dá informação sobre a troca de ligantes, revestimento com PEG, entre outras 
informações estruturais pertinentes. 
 A Figura 23 ilustra os espectros de CP-Fe3O4-GSH e CP-Fe3O4-GSH-PEG. A banda 
em 580 cm-1 refere-se à ligação Fe-O (Fe-O), confirmando o óxido de ferro.[92]A presença de 
glutationa na superfície das NPs é confirmada através das bandas de estiramento assimétrico 
(assim.COO-) e simétrico de COO- (sim.COO-), respectivamente em 1643 cm-1 e 1400 cm-1, 
provenientes do grupo carboxílico, também observa-se banda de intensidade baixa em 1529 
cm-1 referente a dobramento N-H (δ-NH2/NH3
+), entre 3477 - 3233 cm-1, aparecem bandas 
referentes aos estiramentos NH2 e NH3
+, respectivamente. As bandas observadas em 2920 cm-
1 (sym. C-H) e 2846 cm-1 (assym C-H), são referentes aos estiramentos da ligação C-H sp3. A 
banda de intensidade baixa em 2524 cm-1 é atribuída ao estiramento da ligação S-H (νSH) do 
grupo tiol livre na superfície das NPs.[76]  A presença do PEG na superfície de Fe3O4 é 
confirmada através das bandas em 1097 cm-1 (sym.C-O-C) e 931 cm
-1 (-C-H) que são 
estiramento de ligação -C-O-C- (C-O-C)  e de dobramento da ligação -CH (δ-CH), fora do 
plano de flexão, respectivamente. [77,93] 
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Figura 23 - Espectros de FTIR de CP-Fe3O4-GSH (A) preto e CP-Fe3O4-GSH-PEG (B) 
vermelho com as principais bandas características dos grupos funcionais presentes na 
superfície das NPs. 
 Para DT-Fe3O4-Cys e DT-Fe3O4-GSH, as principais bandas características foram 
apresentadas em relação às NPs por coprecipitação. A Figura 24 apresenta os espectros de 
NPs sintetizadas por decomposição térmica, DT-Fe3O4-Cys e DT-Fe3O4-GSH.  
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Figura 24 - Espectros de FTIR de DT-Fe3O4-Cys  em azul e DT-Fe3O4-GSH em vermelho 
indicando as principais bandas características dos revestimentos. 
 Através dos resultados fornecidos pelos espectros vibracionais na região do FTIR 
pode-se observar que as NPs tioladas com Cys e GSH são similares, pois a GSH, por se tratar 
de um tripeptídeo, apresenta em sua estrutura os aminoácidos Cys, glicina e ácido 
glutâmico,[94] sendo esperado esse resultado.   
 Para as NPs PL-Fe3O4-PEG (Figura 25-A) e PL-Fe3O4-PEG-GSH (Figura 25-B), os 
espectros apresentam resultados similares aos demais espectros (Figuras 20 e 21) com bandas 
em 588 cm-1 referente à ligação Fe-O (Fe-O) do óxido de ferro, a presença das bandas em 
939 cm-1 (δ-CH) e 1091 cm-1 (C-O-C), com maior intensidade comparando-se com NPs 
sintetizadas por coprecipitação (Figura 23), confirmam o revestimento de PEG e as bandas em 
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
50
55
60
65
70
75
80
(A)
3
4
4
4
2
8
5
4
2
9
2
0
1
6
3
7
1
5
2
1 1
4
0
8
5
8
0
T
ra
n
s
m
it
â
n
c
ia
 (
%
)
Numero de onda (cm
-1
)
 DT-Fe
3
O
4
-GSH 
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
60
65
70
75
80
85
(B)
6
0
1
1
4
0
6
1
4
8
3
1
5
8
72
8
5
2
2
9
1
6
3
4
0
3
T
ra
n
s
m
it
â
n
c
ia
 (
%
)
Numero de onda (cm
-1
)
 DT-Fe
3
O
4
-Cys
 
Resultados e Discussão  
56 
 
1633 cm-1 e 1404 cm-1 (assim.COO-) e (sim.COO-), respectivamente atribuído aos grupos 
carboxílicos confirmam a presença de GSH na superfície das NPs. 
 
Figura 25 - Espectros de FTIR de PL-Fe3O4-PEG (A) em vermelho e PL-Fe3O4-PEG-
GSH (B) em preto com as bandas características do óxido de ferro e dos 
revestimentos utilizados. 
4.2.4. Diâmetro hidrodinâmico, distribuição de tamanho e potencial zeta 
 Para avaliar o tamanho, a carga na superfície e a estabilidade das NPs em solução 
foram realizadas as medidas de diâmetro hidrodinâmico, índice de polidisersividade e 
potencial zeta das NPs. A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos.  
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Tabela 3 - Valores de diâmetro hidrodinâmico, índice de polidispersividade e potencial 
zeta em pH = 7 das NPs sintetizadas via coprecipitação e poliol. 
Síntese Amostra Diâmetro 
Hidrodinâmico (nm) 
PDI Zeta (mV) 
Coprecipitação CP-Fe3O4-GSH 155,5 ± 3,6 0,208 ± 0,004 1,5 ± 0,1 
CP-Fe3O4-PEG 250,5 ± 2,5 0,169 ± 0,007 -7,1 ± 0,9 
Poliol PL-Fe3O4-PEG 240,0 ± 8,3 0,296 ± 0,018 -19,5 ± 1,5 
PL-Fe3O4-PEG-
GSH 
347,0 ± 4,6 0,363 ± 0,029 -23,4 ± 2,3  
 
 Observa-se que CP-Fe3O4-GSH-PEG e PL-Fe3O4-PEG-GSH apresentaram aumento 
no diâmetro hidrodinâmico, indicando uma camada extra do respectivo revestimento na 
superfície das NPs. Em comparação com o diâmetro de grãos obtidos em estado sólido, os 
valores de diâmetro hidrodinâmico apresentam diferença significativa devido à presença de 
camada extra de hidratação em meio aquoso.[95] 
 Em seu trabalho, Feng e colaboradores obtiveram diâmetros de Fe3O4-PEG através de 
imagens de MET e também por diâmetro hidrodinâmico.  Em comparação entre o diâmetro 
obtido através de MET e diâmetro hidrodinâmico, observaram que o diâmetro hidrodinâmico 
dos nanocompósitos apresenta maior valor. E atribuíram esse comportamento devido a não 
existência de partículas individuais e que por conta disso se agregam e também ao 
entrelaçamento das longas cadeias de PEG na superfície das NPs.[96] 
 As NPs CP-Fe3O4-GSH, CP-Fe3O4-PEG e PL-Fe3O4-PEG apresentaram valores 
baixos de PDI, indicando NPs com baixa polidispersividade, ou seja, com pouca distribuição 
de tamanhos. Já PL-Fe3O4-PEG-GSH apresentou valor de PDI moderado, indicando 
moderada polidispersividade. Os valores de PDI menores que 0,2 indicam NPs homogêneas e 
monodispersas.[97] 
 O potencial zeta reflete a carga de superfície das partículas, e que é influenciado pelas 
mudanças na interface com o meio dispersante, devido à dissociação de grupos funcionais na 
superfície das partículas ou da adsorção de espécies iônicas presentes no meio aquoso de 
dispersão.[98] A interação entre as NPs ocorre em função da magnitude do potencial zeta e essa 
carga reflete a estabilidade da dispersão das NPs. Quando apresenta valores de potencial zeta 
maiores que 30 mV e menores que -30 mV indicam boa estabilidade da suspensão ou 
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dispersão de NPs, uma vez que as forças repulsivas entre as cargas da superfície evitam a 
aproximação entre as partículas, ou seja, a agregação.[98]  
 Em relação aos resultados de potencial zeta indicados na Tabela 5, as NPsCP-Fe3O4-
GSH e CP-Fe3O4-GSH-PEG, apresentaram os menores valores de potencial zeta (1,5 e 7,1 
mV), respectivamente em pH 7. Isso ocorre devido à interação eletrostática entre os ligantes 
(GSH e PEG) e a superfície das NPs ser pouco efetiva, e dessa forma a força iônica do meio 
aquoso supere a força repulsiva entre as NPs e assim ocorra agregamento entre as partículas.  
 Para as NPs PL-Fe3O4-PEG e PL-Fe3O4-PEG-GSH apresentaram valores próximos a 
30 mV indicando estabilidade em solução. Na literatura foi reportado que em altas 
temperaturas, as moléculas do liquido poliol, no caso PEG coordenam-se mais eficientemente 
na superfície das NPs, conferindo maior estabilidade e evitando assim aglomeração das 
NPs.[99] 
 O potencial de CP-Fe3O4-GSH com valor positivo indica que grupo amino da GSH 
esteja orientado externamente ao núcleo das NPs, enquanto os grupos carboxílicos estão 
orientados para o núcleo das NPs. Similarmente, alguns trabalhos na literatura [100] apresentam 
NPs metálicas revestidas com GSH com potencial positivo. Com adição do revestimento de 
PEG, obtém-se potencial zeta negativo, e resultados similares de sistemas nanoestruturados 
como Fe3O4, nanocompósitos revestidos com PEG com diferentes pesos 
moleculares[96,101,102]são reportados, indicando que a eficiente funcionalização do PEG na 
superfície de Fe3O4-GSH. 
4.3.Medida de quantificação de grupos tióis livres na superfície de NPs Fe3O4tioladas 
 A quantidade de grupos tióis livres (-SH) na superfície das NPs listadas na Tabela 6 
foi determinada através da reação de cada NP tiolada com reagente de Ellman[103], DTNB, 
ilustrado na Reação 3 abaixo, no qual 5’,5’-ditiobis-(2-ácido nitrobenzóico) (DTNB) em 
presença de grupos SH é reduzido a ácido 5-mercapto-2-nitrobenzóico (TNB-), com TNB 
possuindo banda característica em 412nm com Ɛ = 14150 M-1cm-1.[103] 
 
Reação 3 – Reação de Redução de 5’,5’-ditiobis-(2-ácido nitrobenzóico) (DTNB) em 
presença de grupos SH. R = Fe3O4. 
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A Tabela 5 abaixo mostra os valores de número de mols de grupos SH livres na superfície por 
grama de NPs revestidas.  
Tabela 4 - Quantificação de grupos tióis livres na superfície das NPs através do reagente 
de Elmman. 
Resultados expressos em µmol SH / g NP 
Amostra Fe3O4-Cys Fe3O4-PEG-
GSH 
Fe3O4-Cys-
PEG 
Fe3O4-GSH Fe3O4-GSH-
PEG 
Coprecipitação 50,8 ± 3,0 ------- 37,0 ± 0,5 246,0 ± 10,3 22,7 ± 1,7 
Decomposição 
térmica 
38,6 ± 6,5 ------- ------- 255,5 ± 29,3 ------- 
Poliol ------- 18,4 ± 5,7  ------- ------- ------- 
 
 É possível que a interação entre a superfície de Fe3O4 e o revestimento ocorra através 
do grupo tiol direcionado para a superfície metálica das NPs, deixando livre os grupos 
carboxílicos e amino, e dessa forma uma pequena quantidade de moléculas do revestimento 
tenha interação que resulte em grupos tióis livres. Em alguns trabalhos da literatura a proposta 
é que a interação entre o revestimento de cisteína nas superfícies de NPs de Fe3O4
[104], de 
prata[105] e bimetálicas Fe-Au[106], ocorra entre o grupo tiol do ligante e os íons Fe3+ ou Fe2+, 
preferencialmente, indicando que outras interações ocorram em menor escala. 
4.4.Nitrosação dos grupos -SH presentes na superfície das nanopartículas 
funcionalizadas e medidas de liberação de NO 
 Os grupos tióis presentes na superfície das NPs tioladas com Cys e GSH foram 
nitrosados através da adição de nitrito de sódio levando à formação de S-nitroso-Cys-CP-
Fe3O4, S-nitroso-GSNO-CP-Fe3O4, S-nitroso-GSNO-DT-Fe3O4-PEG e S-nitroso-GSNO-
PEG-PL-Fe3O4 como mostra a Figura 26 abaixo. 
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Figura 26 - Representação esquemática da formação das NPs nitrosadas a partir das 
NPs tioladas com Cys e GSH. 
 Nitrito (NO2
-), em meio levemente acidificado, está em equilíbrio com ácido nitroso, 
como mostra a Reação 4, neste caso torna o ácido nitroso o agente nitrosante dos grupos SH 
livres levando a formação dos grupos SNO na superfície das nanopartículas.[76,79] O 
rendimento da reação de nitrosação leva em conta a quantidade de grupos SH livre e a 
quantidade de agente nitrosante formado, assim garante-se que em excesso de nitrito de sódio 
no meio reacional, todos os grupos SH livres sejam nitrosados levando a formação de grupos 
SNO. Tanto os grupos SNO formados quanto os grupos SH livres na superfície das NPs lhe 
conferem hidrofilicidade, e dessa forma garante a estabilidade em meio aquoso, que é 
desejável para aplicações biomédicas.[107]  
 
Reação 4 - Reação de equilíbrio entre nitrito de sódio e ácido nitroso.  
 A detecção de NO em amostras biológicas e organismos é dificultada devido ao seu 
curto tempo de meia vida, baixas concentrações e ainda em meios biológicos, NO reage 
rapidamente com espécies reativas gerando uma maior dificuldade na detecção.[108] A 
quantificação de NO liberado foi realizada através de método eletroquímico, que permite 
monitorar a concentração de NO direta e continuamente, além de apresentar sensibilidade 
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baixa, na escala nanomolar, tempo rápido de resposta (<1 s),   e eletrodos com maior limite de 
detecção.[109] Os resultados das medidas de liberação de NO estão na Tabela 6 abaixo.  
Tabela 5- Medidas de liberação de NO através de técnica amperométrica das NPs por 
coprecipitação e decomposição térmica. 
Resultados expressos em µmol NO / g NP 
Amostra Fe3O4-Cys-
NO 
Fe3O4-Cys-
NO-PEG 
Fe3O4-
GSNO 
Fe3O4-GSNO-
PEG 
Fe3O4-PEG-
GSNO 
Coprecipitação 68,1 ± 3,7 40,3 ± 2,3 47,7 ± 2,7 36,4 ± 2,1 ------- 
Decomposição 
Térmica 
86,4 ± 10,3 ------- 94,7 ± 8,2 ------- ------- 
Poliol ------- ------- ------- ------- 14,4 ± 1,4 
 
 A quantidade liberada de NO de NPs com os ligantes utilizados apresentou valores na 
escala de micromol de NO por grama de NP. A ação terapêutica do NO depende da 
quantidade liberada no meio, por exemplo, em concentrações na faixa de micro-mili molar, 
NO induz ação de apoptose que é particularmente importante para aplicações antibactericida e 
anticâncer[110].  As NPs apresentaram comportamentos diversos frente à liberação de NO, e 
isso é atribuído à heterogeneidade das NPs, distribuição de tamanhos e quantidades de 
espécies nitrosadas nas NPs e ainda durante o processo podem ocorrer reações paralelas, tais 
como a oxidação do NO em nitrito e nitrato com consumo de NO que influenciam na 
liberação e detecção deste radical.[109]De maneira geral, os resultados apresentados na Tabela 
7 indicam que as NPs nitrosadas são capazes de carrear e liberar quantidades terapêuticas de 
NO, evidenciando seu potencial de uso biomédico, como matar células tumorais.[111] 
4.5.Medidas de magnetização das NPs tioladas 
 As medidas de magnetização para evidenciar as propriedades magnéticas das NPs 
foram realizadas através da técnica de VSM (Vibrating Sample Magnetometer) para CP-
Fe3O4-Cys-PEG. A técnica VSM é baseada na variação de fluxo magnético em uma bobina 
quando um dipolo magnético vibra nas proximidades da mesma. A NP é colocada em um 
porta amostra cilíndrico e fixada na extremidade de uma haste ligada a um vibrador mecânico 
que vibra na direção do campo magnético aplicado. A medida de magnetização de materiais 
magnéticos colocados num campo magnético externo ocorre através da conversão do campo 
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de dipolo do material em um sinal de corrente alternada.[112] A Figura 27 apresenta a curva 
histerese de CP-Fe3O4-Cys-PEG realizada em temperatura de 300 K.  
 
Figura 27 - Curva histerese de magnetização em temperatura 300 K de CP-Fe3O4-Cys-
PEG que mostra o caráter superparamagnético das NPs. 
 A partir da curva histerese nesta temperatura, as NPs encontram-se estado 
desbloqueado, na qual a magnetização das partículas está em equilíbrio térmico, e dessa forma 
não está bloqueada em uma direção. E assim observa-se o comportamento 
superparamagnético das NPs, (curva fechada) uma vez que apresenta coercividade zero, ou 
seja, sem a necessidade de aplicação de campo magnético externo para total desmagnetização 
e remanência nula. O tempo de relaxação destas NPs é menor que o tempo da medida VSM, 
com o momento magnético total de cada partícula oscilando rapidamente, sendo este 
momento magnético resultante.  
 O valor de magnetização de saturação de CP-Fe3O4-Cys-PEG está em torno de 12 
emu/g, um valor abaixo do encontrado na literatura.[76,79] Medidas de magnetização de 
saturação de NP Fe3O4-MSA
[76] e Fe3O4-DMSA
[79] apresentaram valores em torno de 72 
emu/g. Isso indica que o baixo valor encontrado de CP-Fe3O4-Cys-PEGpode ser atribuído ao 
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revestimento de PEG que contribui na diminuição da constante de magnetização devido a 
maior proteção ao núcleo magnético.   
 Para CP-Fe3O4-GSH e CP-Fe3O4-GSH-PEG a caracterização magnética em função da 
temperatura foi realizada através do SQUID (Superconducting Quantum Interference Device) 
e pelas curvas ZFC (Zero Field Cooling) que representa resfriamento em campo nulo e FC 
(Field Cooling) que é o resfriamento a campo magnético constante que são métodos 
experimentais utilizados para analisar transições magnéticas induzidas pela temperatura, e que 
se aplicam para evidenciar propriedades superparamagnéticas, sendo no ponto máximo da 
curva ZFCdeterminado a temperatura de bloqueio (TB).[113]  
 As medidas no SQUID são realizadas movendo-se a amostra através da bobina de 
detecção supercondutora, que está fora da câmara da amostra, no centro do ímã. O momento 
magnético da amostra em movimento induz uma corrente na bobina de detecção e a bobina de 
entrada do SQUID formam um circuito supercondutor fechado e assim, qualquer variação de 
corrente na bobina de detecção produz uma variação correspondente na tensão de saída do 
SQUID, que é proporcional ao momento magnético da amostra.[114,115] 
 A Figura 28 ilustra a curva histerese de magnetização fixando o campo aplicado e 
variando a temperatura e as curvas ZFC/FC de CP-Fe3O4-GSH-PEG.  
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Figura 28 - Curva histerese (A) realizadas nas temperaturas 25, 100, 150, e 300 K a 68 
Oe fixando o campo magnético e curvas ZFC/FC (B) (125K) de CP-Fe3O4-GSH-PEG. 
 A partir das curvas ZFC/FC (Figura 28-B) observou-se que TB de CP-Fe3O4-GSH-PEG 
é de 125 K. O estado superparamagnético das NPs é caracterizado a partir de temperaturas 
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maiores que TB. E uma vez que TB é diretamente proporcional ao volume das NPs, baixos 
valores de TB caracterizam NPs com baixos diâmetros, pois quanto menor as NPs, menor a 
barreira de energia de anisotropia a ser vencida, sendo necessária menor energia térmica para 
que ocorra a inversão dos momentos magnéticos.  
 A curva histerese de magnetização (Figura 28-A) mostra que para as medidas 
realizadas em 300 K e 150 K, as NPs de CP-Fe3O4-GSH-PEG apresentam comportamento 
superparamagnético evidenciado pela ausência da coercividade e remanência e corroborando 
com os dados das curvas ZFC/FC no qual a temperatura de bloqueio é de 125 K.  Em 
temperaturas abaixo da temperatura de bloqueio, no caso 25 e 100 K, CP-Fe3O4-GSH-PEG 
apresenta ligeira coercividade. 
 Para temperaturas acima de TB (150 e 300 K) o valor de Ms é de 76 e 68 emu/g, 
respectivamente, valores próximos aos da literatura.[76,79] Para valores abaixo da temperatura 
de bloqueio no caso 25 e 100 K os valores de Ms são de 79 e 78 emu/g, respectivamente.  
As curvas histereses e curvas de magnetização em função da temperatura (curvas ZFC/FC) de 
CP-Fe3O4-GSH e CP-Fe3O4-GSH-PEG são apresentadas na Figura 29 abaixo.   
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Figura 29 - Curvas histerese de magnetização (A) à temperatura ambiente de CP-Fe3O4-
GSH (preto) e CP-Fe3O4-GSH-PEG (vermelho) e curvas ZFC/FC (B) em função da 
temperatura de CP-Fe3O4-GSH (preto) e CP-Fe3O4-GSH-PEG (vermelho). 
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 É possível observar o comportamento superparamagnético de ambas as NPs através da 
Figura 29-A, pois na curva de magnetização os valores de magnetização residual e foças 
coercivas tendem a zero. A constante de magnetização (Ms) para CP-Fe3O4-GSH é de 44 
emu/g enquanto que para CP-Fe3O4-GSH-PEG é 67 emu/g, a 300 K, e a temperatura de 
bloqueio (TB) foi de 75 K e 131 K, respectivamente. A tendência é que o valor de Ms 
diminua quando as NPs são revestidas com polímeros, como PEG por exemplo.[17,116]  Essa 
diminuição é atribuída ao revestimento do PEG, que é responsável pela troca de elétrons na 
superfície das NPs entre os átomos de Fe e o revestimento de PEG.[17,116,117] 
Porém, os resultados obtidos para as NPsCP-Fe3O4-GSH-PEG aumentaram a 
constante de magnetização, como mostrado na Figura 29, e esse fenômeno pode ser explicado 
devido a modificação dos elétrons locais da estrutura da magnetita, causado pelo revestimento 
de PEG, uma vez que essa camada de revestimento está protegendo o núcleo Fe3O4. Estudos 
adicionais e detalhados serão realizados para investigar esse interessante comportamento.  
 A temperatura de bloqueio (TB) encontrada foi de 115 K para CP-Fe3O4-GSH e 140 K 
para CP-Fe3O4-GSH-PEG, (Figura 29-B). Próximo de 120 K, ocorre um arranjo ordenado dos 
íons ferroso e férrico, gerando uma temperatura de bloqueio a 140 K, que implica que CP-
Fe3O4-GSH-PEG podem exibir uma alta anisotropia (Ka) e, consequentemente, alta 
temperatura de bloqueio. Esses dados evidenciam uma liberação de calor prolongada a partir 
deCP-Fe3O4-GSH-PEG, sob campos magnéticos, devido a existência de elevadas constantes 
de magnetização a altas temperaturas. Esse é um interessante resultado de CP-Fe3O4-GSH-
PEG em aplicações biomédicas, como em hipertermia, uma vez que as NPs são dispersas na 
região específica, em um tecido alvo e é submetido a campo magnético alternado para matar 
células malignas através da geração de calor.[116]  
4.6.Testes de citotoxicidade das NPs tioladas 
Para avaliar a biocompatibilidade de PL-Fe3O4-PEG e PL-Fe3O4-PEG-GSH foram 
realizados ensaios de citotoxicidade em linhagens de células de câncer de próstata (PC3) com 
características mais resistentes[118].  
 Para investigar os efeitos das NPs tioladas e peguiladas sobre a viabilidade da 
linhagem PC3 foi realizado o ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiliiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol), em que células metabolicamente ativas reduzem o MTT a cristais de 
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formazam que são insolúveis em água e solúveis em etanol, e assim, quanto mais células 
viáveis, mais cristais são formados e maior será a absorbância da amostra[119]. 
 As NPs sintetizadasPL-Fe3O4-PEG e PL-Fe3O4-PEG-GSH foram avaliadas em testes 
de citotoxicidade em linhagens de célula de câncer de próstata (PC3). A Figura 30 apresenta o 
ensaio de viabilidade celular em 4 horas.  
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Figura 30 - Citotoxicidade de PL-Fe3O4-PEG curva em azul e PL-Fe3O4-PEG-GSH 
curva em vermelho em linhagem de células de câncer próstata (PC3) e apresentando 
os valores de IC50. 
 Em baixas concentrações (≤ 0,2 mg/mL) tanto PL-Fe3O4-PEG (azul) como PL-Fe3O4-
PEG-GSH (vermelho), a diminuição da viabilidade celular em relação ao controle é pouco 
significativa. À medida que aumenta a concentração das NPs ocorre a diminuição da 
viabilidade celular, mostrando uma dependência em função da concentração administrada. O 
Ic50 que corresponde a concentração das NPs necessária para reduzir em 50% a viabilidade 
celular das células tumorais, tanto para PL-Fe3O4-PEG como PL-Fe3O4-PEG-GSH foram 
respectivamente de 0,6 mg/mL e 0,3 mg/mL, indicando uma maior toxicidade dePL-Fe3O4-
PEG-GSH.    
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 Uma hipótese do maior efeito tóxico encontrado para PL-Fe3O4-PEG-GSH é que a 
presença de GSH na superfície das NPs facilite e aumente a internalização de PL-Fe3O4-PEG-
GSH em relação à PL-Fe3O4-PEG e dessa forma levando a um maior efeito tóxico, 
provavelmente causado por stress oxidativo ou geração de espécies reativas de oxigênio 
(ROS) induzida pelas NPs magnéticas.[120-122] Embora o efeito da GSH em relação à 
diminuição da viabilidade celular seja complexo e desconhecido e que novos ensaios são 
necessários para elucidar possíveis mecanismos de ação. Em algumas propostas é descrito que 
os níveis de GSH são capazes de influenciar o processo de apoptose afetando caspases em 
células tumorais[123].    
 Em alguns trabalhos foram relatados que em testes de viabilidade celular em linhagens 
celulares de fibroblastos BALB/3T3 as NPs de Fe3O4-PEG em altas concentrações de Fe
3+ 
apresentaram baixa diminuição da viabilidade celular, indicando NPs biocompatíveis[124].  
 A Figura 31 mostra os resultados em função do tempo de incubação, para 24 e 48 
horas.  
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Figura 31 -Citotoxicidade de PL-Fe3O4-PEG curva em azul e PL-Fe3O4-PEG-GSH curva 
em vermelho em linhagem de células de câncer próstata (PC3) em exposição de 24 h e 
48 h. 
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 O comportamento tanto das NPs peguiladas como das NPs tioladas em ambos os 
tempos de incubação foram similares com a dose resposta dependente da concentração de NPs 
administradas, e as NPs tioladas apresentaram maior efeito tóxico.  
 A diminuição da viabilidade celular não está relacionada com o tempo de incubação. 
Como observado, com apenas 4 horas de incubação (Figura 30) houve diminuição da 
viabilidade celular, ou seja, morte celular. E mesmo após 48 h de incubação ainda ocorre 
morte celular, ou seja, as células não foram capazes de se reestabelecer, sendo a ação tóxica 
prolongada. A ação tóxica rápida, em 4 h já foi observado morte celular, indica lesão celular 
irreversível causada por acumulo de espécies reativas de oxigenio, que podem induzir lesões 
mitocondriais e ainda rápida perda da integridade da membrana plasmática com vazamento 
dos conteúdos celulares.[125-128]
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5. Conclusão 
 Através dos métodos de síntese por coprecipitação, decomposição térmica e método de 
poliol foi possível a obtenção de NPs magnéticas de óxido de ferro. A otimização do processo 
de síntese foi obtida pelo método de poliol, uma vez que nos demais métodos de síntese, a 
melhora da dispersão das NPs em soluções aquosas ou tamponadas era obtida a partir da troca 
de revestimentos hidrofóbicos por hidrofílicos, e pelo poliol as NPs eram diretamente 
hidrofílicas, sem quaisquer tratamentos adicionais.  A partir das caracterizações estruturais 
através do DRX e FTIR, morfológicas por MET e MEV e magnéticas por VSM, SQUID e 
curvas ZFC/FC,vimos que a estrutura cristalina das NPs correspondem à magnetita, com 
morfologia esférica, baixa polidispersividade e apresentam comportamento 
superparamagnético à temperatura ambiente, característica fundamental para aplicações 
biomédicas. Pelo FTIR foi possível determinar as bandas características tanto do óxido de 
ferro, como dos revestimentos realizados na superfície das NPs. Os grupos tióis livres na 
superfície das NPs foram quantificados pela reação com reagente de Ellman confirmando o 
revestimento com Cys e GSH, com valores na escala de µmol/grama de NPs. Os grupos tióis 
livres na superfície das NPs foram nitrosados com excesso de nitrito de sódio formando 
grupos S-NO, que atuam como liberadores de NO, e a liberação de NO pelas NPs foi avaliada 
através de técnica amperométrica, com valores na escala de µmol/grama de NPs, em uma 
faixa que induz ação de apoptose. 
Os testes de citotoxicidade de PL-Fe3O4-PEG e PL-Fe3O4-PEG-GSH em linhagens de células 
tumorais PC3 (câncer de próstata) apresentaram efeito tóxico, diminuição da viabilidade 
celular a partir de 4 h de incubação, com maior efeito tóxico para PL-Fe3O4-PEG-GSH devido 
a um efeito de maior internalização induzida por GSH. As NPs mostraram-se promissores 
agentes antitumorais, apresentaram baixos valores de IC50 e efeito prolongado, uma vez que 
em maiores tempos de incubação, no caso 24 e 48 h, o efeito tóxico permitia a morte celular 
de toda a linhagem celular. 
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6. Perspectivas 
 As perspectivas para esse trabalho envolvem o estudo de citotoxicidade em células 
saudaveis e tumorais das NPs nitrosadas para avaliar o efeito de carreamento e liberação de 
NO nas células. Avaliar os efeitos tóxicos de PL-Fe3O4-PEG e PL-Fe3O4-PEG-GSH em 
células saudaveis e em outras linhagens celulares tumorais, bem como avançar com testes in 
vivo. Realizar as demais caracterizações das NPs bimetálicas de Fe@Au e também realizar 
testes de citotoxicidade com essas NPs. 
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